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Introducción
Ene! momento actual, existen datos consistentes que demuestran que sustancias producidas
y liberadas poi~ el endotelio interaccionan dinárnicamente y contribuyen al mantenimiento del tono
y la estructura de la pared vascular y a la homeostasis cardiovascular. Entre estos factores, las
endotelinas (especialmente la endotelina-1 (ET-1)) y el óxido nítrico (NO), parecen desempeñar
un papel primordial. Estos factores funcionan más como agentes locales que como hormonas
circulantes y afectan a todos los tipos celulares del entorno vascular, incluyendo el propio
enclotelio (electo autocrino), y las células de nuisculo liso vascular y de la sangre (efecto
paracrino). Sin embargo, todavía se requiere una mejor comprensión del papel de estos
mediadores en condiciones fisiológicas y en la patogénesis de las enfermedades vasculares, En
esta tesis estudiarnos el papel de la ET-1 en las interacciones entre los neutrófilos y el endotelio
vascular y su regulación por el sistema óxido nítrico (NO)/guanosin monofosfato cíclico (OMPe).
1, EL ENDOTELIO VASCULAR,
1.1. ASI>ECTOS GENERALES. AGENTES VASOACTIVOS LIBERADOS POR EL
EL ENDOTELIO.
El endotelio vascular es un tejido interactivo capaz de traducir estímulos químicos,
mecánicos y celulares, implicándosele en funciones tales como el transporte de agua y solutos,
la regulación de la concentración de lípidos del plasma, los procesos de coagulación, la
inflamación y el crecimiento, proliferación y movilidad celulares<í>, Desde el punto de vista del
tono vascular, el endotelio participa en los fenómenos de vasoconstricción y vasodilatación
mediante la producción y liberación de sustancias vasoactivas que describiremos con detalle en
los al)artados siguientes. La no trombogenicidad parece ser también una propiedad intrínseca de
la membrana de las células endoteliales<2>, debido a su carga neta y a la presencia de AlPasa
ectoplasmática que metaboliza los nucícótidos formados y liberados por las plaquetas en proceso
cíe agregación0>. Tanto las plaquetas estimuladas como las no estimuladas se adhieren con
dificultad al endotelio intacto. Las propiedades anticoagulantes del endotelio se expresan en su
capacidad de síntesis y liberación de sulfato de heparina, la producción de trombomodulina y la
síntesis de activador de plasminógeno~3~.
Desde el punto de vista de la estructura, el endotelio está formado por una monocapa de
células con funciones compartimentadas y una orientación direccional, con diferentes regiones
7
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de la superficie celular especializadas para proporcionar una superficie no trombogénica, para
rcal¡zar contactos célula-célula o para contactar con la membrana basal subyacente. Debajo del
endotelio se encuentra la cal)a media, que contiene células musculares lisas; éstas son células
fusiformes y se colocan en varias capas alrededor de la circunferencia del vaso, con una función
cnntr~ctil, y que comparten con las células endoteliales la producción y deposición de la matriz
extracelular vascular.
AGENTES VASOACTIVOS LIBERADOS POR EL ENDOTELIO
Las células endoteliales producen mediadores que pueden actuar sobre las células del
nuisculo liso vascular adyacente y que inducen la dilatación o contracción de éste.
La doble capacidad del endotelio de liberar mediadores vasodilatadores y vasoconstrictores
revela que el mismo tiene un complejo papel en la regulación del tono del nuisculo liso vascular,
(le la presión arterial y del flujo sanguíneo local (Tabla 1). Ademas, y corno señalarnos en el
aparta(lo anterior, et endotelio ejerce funciones reguladoras sobre la coagulación y la inflamación
en cuya modulación también juegan un papel importante estos agentes vasoactivos de origen
endotelial.
‘l’nbln 1.- Ml~I)IAflORES VAS<)ACTIVOS LUIERAI)OS POR O Q~t ACTUANA TRAVES DELENUOTELLO
vAscuLAlt
AG ENTES VASQOI LATAI)OItES AGENTES VASOCONSTRICTORES
¡‘rochuel<los por el en <bIcho Biulotelma (Ef—1)
Atlcnoninát (A 1)0) Factor activador de plaquetas <PAF)
1nct(>r hiiperpolnrivuito derivado Tromboxano A, ~TXA,3
<leí endolehio (EDIl E) Leucotrieno C4 <LTC4)
I>rostaoiolma (POI,) Angiotensina II <Mg II)
Leucoirieno D4 (LTD4)
Oxido Nítrico (NO)
l’roainglniid ion E, (PO E,.)
Iroinhinií (TER)
Actunuí u través dcl enclotehlo
tíjuhinílan (III’)
Acetilcolina (ACh)
liradiquinina (¡3K) _____________________________________________________________________
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Es muy probable que la alteración de la síntesis ó liberación de estas sustancias desempeñe
un papel importante en la fisiopatología dcl vasoespasmo, la hipertensión, la inflamación, la
arteriosclerosis y hasta en entidades aparentemente tan distantes funcionalmente como la
neovascularización neoplásica y la diseminación de metástasis.
1.2. Agentes vasoconstrictores. La endotelina.
Estímulos humorales, neuronales y mecánicos son capaces de inducir la liberación de
factores solubles desde la célula endotelial cuya última consecuencia va a ser la contraccidn del
vaso. A estos factores solubles con capacidad contráctil se les llamó genérichrnente factores
constrictores dependientes del endotelio. El único de estos factores que se ha caracterizado hasta
lii fecha es un pépticlo de 21 aminoácidos llamado endotelina ~ET)<4>.Las endotelinas son una
familia de péptidos que, al menos, consta de cuatro isoformas: endotelina-1 (ET-lXhumana,
porcina, cíe rata, canina), ondoielina-2 (ET-2)(humana), endotelina-3 (13T-3) (humana, de rata) y
un péptido intestinal vasoactivo o endotelina-B que solo sc expresa en intestino de rató#~Figura
1). Estos péptidos comparten una homologfa en la secuencia de un grupo de péptidos
cardiotóxicos denominados sarafatoxinas, aisladas del veneno de Israeii burrowing asp (Awactaspis
e,¡gaddensis), lo que sugiere un origen evolucionario eomún(d>. Tanto en su estructura como en
su funcionalidad son, sin embargo, diferentes entre ellas.
Figura 1.-
Estructuras de las
endotelinas
5.
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1 .2. 1 . Sin tesis y Estru chini química.
La síntesis de las distintas isolornias de endotelina ocurre mediante la activación de tres
genes diferentes localizados en los cromosomas 1, 6y 20. Al igual que ocurre con otros péptidos,
las endotelinas activas surgen tras el procesamiento proteolitico de una prohormona específica,
la preproe¡~dotelina. Mediante una endopeptidasa, la preproendotelina da lugar a un molécula de
39 am¡nottcidos llamada “endoiclina grande” cuyo paso a “endotelina madura” tiene lugar por una
etapa proicolítica entre Tripsina-Valina, catalizada por una enzima de conversión de la 1397-
1(41(1 :igtí ra 2).
‘~ L~Nooí’u’noAsA
y’,-”’
y
CNOOTELINA GRANDE
ENZIMA DE cONVCRSION
Sor cyt N
C~ii~s~5) ~?Y%jrENDOTELU~A
Figura 2.- Vta de s(n:esis de
la endotelina, A partir de un
pro cii rsor dc 203
aminada idos llamado
preproendotellna y,
mediante una endopepíldasa,
se fon,no un p4ptido sin
actividad biológica canoaida
<‘endotelina grande) Esta
endotelina grande se
transforma en la endotelina
madura de 2) muinodaidos
mediante una cílzima de
conversión distinta a la de
angiotensina II.
La enzima convertidora de endotelina es una metaloendopeptidasa, que se Inhibe por
fosforamidón o pepstatina A, que aparece localizada tanto en la fracción particulada como soluble
de las células endoteliales<l>. Una actividad similar de metaloendopeptidasa se ha descrito también
en células de nnlsculo liso vascular y en neutrófllos<~, No se conocen acciones biológicas de la
prohormona ni de sus fragmentos no endotelinicos.
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La 1397-1 de cerdo es una de las mejor caracterizadas. Tiene una masa molecular relativa
dc 2492 y comprende 21 residuos de aminoácidos con amino y carboxi terminal libre. Así mismo,
contiene 4 residuos de cisteina que se encuentran formando dos puentes disulfuro intracatenarios.
Se ha verificado que la 121’- 1 humana y porcina son idénticas, pero difieren de la de la rata cii 6
ami noLtci(los (~9>
Es posible, con los datos de que se dispone hasta el momento, que la síntesis de E1’—1 sea
inducible y no constitutiva, ya que la activación de cultivos de células endoteliales con diferentes
agentes (trombina, ionóforo, adrenalina) aumenta significativamente el ARNm de la
preproendotelina. Así mismo, la producción de un estrés por rozadura mecánica de forma crónica
en una monocapa de células encloteliales, parece inhibir la síntesis de ELí, Por ello, todo parece
indicar que la secreción de VI’- 1 está regulada por los niveles de transcripción del ARNm y no
por almacenaje en gránulos y posterior secreción de los mismos$>. En la mayoría de los casos,
la inducción de la expresión dcl gen de endotelina requiere de 2 a 5 horas y es se inhibe por oxido
nftrico, péptído natriurético atrial (ANF), GMPc, cocultivo con células de músculo liso vascular
() proteína kiuasa A.
En células de la pituitaria posterior de rata se ha demostrado la presencia de endotelina
en gránulos. Estos gránulos son liberados en condiciones de deprivación de agua, sugiriendo que
la endotelina puede estar implicada en la regulación osmolar o del volumen del líquido
extracelular~>0>,
No solo la activación de la expresión del gen de la endotelina sino también la modulación
(le su degradación regula los niveles locales y circulantes de este péptido. La vida media de la
endotelina circulante es menor de 30 segundos. Hasta la fecha se considera que la endotelina es
catabolizada mediante tres mecanismos diferentes: a) hidrólisis mediante una endopeptidasaneutra;
b) degradación en el interior de lisosomas; c) recaptación a nivel de la circulación pulmonar,
1.2.2. Receptores.
El rápido desarrollo en la investigación de la endotelina ha permitido la caracterización
molecular y reconocimiento farmacológico de los receptores de endotelina, ETA y ET~<”), y en
el desarrollo de compuestos selectivos para bloquear estos receptores. El subtipo ETA une ET-1
y ET-2 pero no 1397-3. El subtipo ET>
1 tiene una afinidad similar para todas las isoformas de
enclotelina, En algunas células corno las células endoteliales o en órganos como el corazón se cree
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que existiría un tercer subtipo, ETC, que unirla solamente ET-3, aunque su existencia no está
totalmente confirmada(I2>.
‘I’anto ETA como ET
11 tienen una estructura homóloga a la de los receptores acoplados a
proteínas que se unen a nucícótidos dc guanina (Proteínas O), es decir, poseen siete dominios
hidrofóbicos, sitios que pueden ser glicosilados en la zona N terminal extracelular y, en la parte
embebida en el citosol, tienen lugares susceptibles de ser fosforilados por serina/treonina
quinasas.
Desde 1991 se están desarrollando antagonistas de la ET-I, cuya aplicación está
comenzando a producir los primeros resultados. Estos antagonistas se basan en estructuras de
menor número de aminoácidos con homología secuencial a la ET~1(í>¡4’s>.
Mediante estudios de biología molecular en las células que componen el vaso sanguíneo,
se ha demostrado la existencia de receptores de tipo ETA en las células de músculo liso
vascular<24>. En la célula endotelial se expresa el receptor tipo ET~, acoplado a a la liberación de
óxido nitrico<~3.
En otros tipos celulares como los fibroblastos y los niacrófagos, se ha demostrado también
la existencia cíe receptores de tipo ETA (26,27)
Tabla 2.- Antagonistas selectivos y no selectivos de los receptores de ET-I.
AntagonisEas ETA Antagonistas ET~ Anlangonistas no selectivos
IIQ. >23>”’ IRL 1038’”’ tThr”,MOLCu”i—E’r—I<’”
PR-1393 17<”’ PruI 145065’”
5O~235<”’ Ro46.20005<”’
1i’A-386<”>
Los receptores de ET-l no solo median la respuesta contractil en el vaso sino que
recientemente se han demostrado otros efectos como son la proliferación de células endoteliales,
de músculo liso y mesangiales<~2, y la síntesis de colágeno~29>
1.2.3. Señales celulares activadas por enclotelina.
Los mecanismos de activación celular de la endotelina son de dos tipos: uno inmediato,
como son los mecanismos de contracción y secreción, y otro más prolongado, en los que
12
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podríamos englobar todos los que inducen la proliferación celular.
Muchos estudios demuestran que ambos tipos de receptores de ET-1 están acoplados a
fosfolipasa C mediante una proteína 0(28.30). Una vez que la endotelina se encuentra unida a su
receptor, se activan uno o varios tipos de proteínas 0, que traducen la señal postreceptor. En las
células mesangiales glomerulares y en las de músculo liso vascular, la ET-1 estimula la actividad
fosfolipasa C mediante una proteína G que es parcialmente sensible a toxina de pertussis. No
obstante, en células de músculo liso vascular obtenidas de otras arterias, la endotelina utiliza
proteínas O insensibles a toxina pertussis. Estas diferencias dan una idea de la heterogeneidad y
probablemente la multiplicidad de las proteínas O que se encuentran acopladas a los receptores
de ET-1, transmitiendo las señales de ésta al interior celular (Figura 3).
En líneas generales, en células contráctiles como las de músculo liso vascular o
mesangiales, son dos los agentes principales en los mecanismos de activación celular de la ET-1:
1) el calcio citosólico, mensajero celular que al unirse a la calmodulina activa a la proteína
quinasa que fosforila la cadena ligera de la miosina, iniciándose la contracción y 2) la proteína
quinasa C (PKC), enzima que en su forma activa fosforila un gran número de proteínas
responsables del mantenimiento de la contracción. La activación de ambos mecanismos se inicia
con la unión de la endotelina a su receptor especifico de membrana y consiguiente estimulación
de una fosfodiesterasa, la fosfolipasa C (PLC), la cual hidroliza a un tipo especial de
fosfolípidos, los fosfoinosítidos, produciendo dos mensajeros: el inositol trisfosfato (1P3),
encargado de liberar el calcio contenido en el retículo endoplasmático, y el diacilgílcerol (DAG)
que activa a su vez a la PKC~31>2’33\ La ET-1 induce una estimulación de la hidrólisis de
fosfoinositidos, aumenta los niveles de IP
3 y también los de diacilglicerol<>
4’35’. El aumento de IP
3
conlíeva la elevación transitoria en los niveles de calcio por liberación desde orgánulos
subcelulares. Por su lado, el diacilgílcerol estimula la PKC, que debe tener un papel importante
en el mantenimiento de la tensión, puesto que la inhibición de la actividad de la PKC en células
de músculo liso vascular bloquea también la contracción por ET~1<>S). La PKC está también
implicada en la terminación de la señal celular inducida por la endotelina. La activación
prolongada de esta proteína quinasa, disminuye la actividad fosfolipasa C y la señal de calcio
inducida por las endotelinas.
Además de las señales celulares que hemos descrito anteriormente, la endotelina activa otra
serie de vías enzimáticas como las de las fosfolipasas D y A2~
363, La activación de esta última
incrementa los niveles de derivados del ácido araquidónico y favorece, en células como la
13
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mesangial, la liberación de otros activadores celulares como el factor activador de las plaquetas
(PAF), que lleva a una segunda oleada de activación celular~”~.
El receptor de tipo 13 de las células endoteliales media la producción de NO y PGI2 y
parece ser el responsable de la vasodilatación inicial tras un bolo de ET-1.
La endotelina activa, así mismo, distintos transportadores lónicos como el antiportador
Na~/H~, que contribuye a su actividad mitogénica en células como las mesangiales o el endotelio
vascular<
32> o el cotransporte Na+,K+, CI<39>.
1.2.4. Efectos fisiológicas.
Puesto que la ET-1 en principio se definió como una sustancia vasoconstrictora, los
L
Figura 3.- Reaepsores de £2’ y señales Intracelulares activadas. El receptor A se localizo en el músculo liso
vascL¿lar y produce vasoconstricción, está acoplado a proteínas G y activa lafosfolipasa A2 <RLA,) que activa
la producción de PAF y la vía del ÁcIdo aroquidónico <AA) con formación de metabolítos de clcloxigenasa.
También activa la fosfolipasa C <‘PLQ> ccii elevación intra celular de inositoles fosfato <‘PI~,3 y diacilglicerol
~DAQ>el cual esti¡nula la proteína qn!nasa C <PKO.t acompañdndose de un aumento en la (C’a’~Ji. El receptor
de tipo II de células endoteliales media la producción de NO y P01
2 causando vasodilatacidn.
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principales sistemas de estudio han sido fragmentos de arterias y células de músculo liso en
cultivo. Se sabe que la ET-l contrae de forma dosis-dependiente segmentos de diversas arterias,
como por ejemplo la aorta de rata, mesentérica de conejo, mesentérica, femoral y renal de perro,
coronaria de cerdo y ramas arteriales pulmonares y mesentérica de humanos<4>. La concentración
a la cual la ET-1 ejerce el 50% de sus efectos máximos se estima que es de 4 + 2.2x 10’0M, a
diferencia del resto de los péptidos vasoconstrictores (vasopresina, angiotensina II) que son del
orden de 109M, convirtiendo a la endotelina en el más potente vasoconstrictor hasta hoy
conoc¡do<4>.
La acción de la ET-l además de ser más efectiva, es mucho más persistente que las
contracciones inducidas por otros agentes presores caracterizados hasta ahora(404>, siendo sus
efectos similares a la de otros péptidos vasoconstrictores, produciendo mayor contracción a dosis
más bajas y la tensión generada perdura a pesar de ser eliminada la ET-1 del medio de
incubación<4). Estudiando la unión específica de la EI-1 a sus receptores en células de aorta de
rata, en relación al tiempo de mantenimiento de la contracción, Hirata y cois. han demostrado que
el complejo El-receptor es resistente a la disociación. Se ha especulado con que este tipo peculiar
de unión pueda influir en la duración del efecto de la ET-1, pero no hay pruebas definitivas al
respecto<419>.
La respuesta sistémica a la EI-1 parece compleja y aún no está muy claro su papel
fisiológico. Existen diversos estudios sobre el papel desarrollado por la ET-1 en la presión
arterial. La infusión intravenosa de EI-1 induce un efecto presor de duración mayor a 90
minutos<4), con un marcado efecto renal, induciendo disminución del filtrado glornerular y del flujo
plasmático renal así como una contracción mesangial signiflcativat42’”t Por otro lado Wright y
cois. han visto que, en ratas espontáneamente hipertensas y tratadas con un bloqueante ganglionar,
al inyectarles ET-1 la presión arterial sistémica sufre inicialmente una disminución significativa,
que dura unos 40 segundos, después de los cuales aumenta por encima de los niveles basales(43>.
Lippton y cols también han observado este efecto hipotensor en gatos, inmediatamente después
de la administración de El~1c44>.
La fase hipotensora provocada por la ET-I, se debe a una disminución de la resistencia
vascular periférica<’>. El N-monometil-L-Arginlna (L-NMMA), un análogo competitivo de la L-
Arginina, que bloquea la formación de NO, es capaz de evitar el efecto hipotensor inicial de la
ET-1 sugiriendo que éste depende de la liberación de este gas<~S464~. Como se menciona
anteriormente, el receptor de endotelina que se expresa en el células endoteliales es de tipo El-U
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ligado a la formación de NO y prostaciclina lo que puede explicar el efecto vasodilatador
transitorio de la ET-1 cuando se infunde a órganos intactos o en el organismo. Hay que tener en
cuenta que en condiciones fisiológicas las propiedades vasodilatadoras dependientes del endotelio
dc la endotelina deben ser las más importantes; de hecho se ha demostrado en ratones recién
nacidos, deficientes en EI-1, que la presión arterial está elevada(4rn.
Se conoce muy poco del catabolismo de este péptido, excepto su significativa degradación
a nivel pulmonar. En bioensayos del efluente de pulmones periundidos se ha demostrado que más
del 60% de la ET-í administrada se degrada en un único paso por el pulmón. La incubación de
ET-I con suero o sangre no inhibe sus propiedades vasoconstrictoras, lo que indica su resistencia
a degradarse por peptidasas circulantes o por células de la sangre~45>.
Han sido varios los trabajos realizados con el fin de determinar la implicación de la ET-l
en distintas patologías. Les niveles circulantes de ET-1 son muy bajos lo que indica que
normalmente se produce poco péptido debido a la ausencia de estímulos y particularmente a la
presencia de potentes mecanismos inhibitorios<49>. Existen tres mecanismos inhibitorios: 1)
Inhibición dependiente de GMPc<5051>; 2) Inhibición dependiente de AMPc~~>; 3) Factor inhibitorio
producido por las células de músculo liso vascular<53>. La mayorfa de la ET-1 producida por
células endoteliales, se libera hacia las células de músculo liso vascular más que hacia el lumen,
por lo que los niveles circulantes de EI-1 solo reflejan pobremente la producción vascular local
del péptido. Bajo ciertas condiciones, la EI-1 induce tambien la liberación de NO y/o
prostaciclina por las células endoteliales lo que puede representar un mecanismo de
retroalimentación negativo~25k En la tabla 3, adaptada de la reciente revisión de Miller y cols<M),
puede verse una lista de situaciones patológicas en las que se ha observado un aumento de ET-1.
Tabla 3.- Algunas condiciones cltnicas en las cuales se pueden encontrar niveles circulantes de £2’-! elevados
CONDICIONES CON NIVELES ELEVADOS DE ENDOTELINA-I
IIipertensidn esencial
Ilipertonsión pulmonar
Car.dioniiopalfa
Inft.rto agudo de miocardio
lsqiiemia coronaria
Alorosclerosis
Uremia
Diabetes inelillus
EniI,arazo
cinga
Septicemia
Trauma
Ejercicio
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Corno se observa en esta lista muchos son las situaciones fisiopatológicas en las que se ha
demostrado aumento en la concentración de EI-l circulante. El papel que ejerce la ET-1 en la
génesis y desarrollo de estas patologías está aún por definirse. Existen algunos estudios en los que
se demuestra que los niveles circulantes de ET—1 no están aumentados en la hipertensión
humana<49>. Para definir mejor el papel dc la BId en la hipertensión se requieren estudios en los
que se utilicen antagonistas específicos del receptor de ET-1.
Se han observado niveles elevados de EI-1 tanto en animales como en pacientes con fallo
cardiaco~555% e infarto cíe miocardio. Particularmente se encuentran niveles elevados de ET-1 en
el shock cardiogénico y también en la terapia trombolitica para una oclusión coronaria<37). Existen
datos in vitro que sugieren que la EI-1 es arritmogénica pero no existen datos en la clínica que
confirmen esto<5~. No está claro, sin embargo, si los niveles sistérnicos de ET-1 reflejan los
niveles alcanzados en los tejidos de un órgano isqudmico, y si su papel es más autocrino o
paracrino.
1.3. Agentes vasodilatadores. Oxido Nítr¡co.
La vasodilatación es una parte integrante en la respuesta inflamatoria, ya que incrementa
el flujo sanguíneo y facilita el transporte de leucocitos al sitio de acción, La administración de una
sustancia vasodilatadora junto a un quimioatractante produce una mayor acumulación de leucocitos
que la que ocurre al administrar solamente el factor quimiotáctico<S§>.
Cuando en 1980, Furchgott y Zawadzki~60~ descubrieron que ]a relajación de la aorta de
conejo aislada inducida por la acetilcolina dependía estrictamente de. la presencia del endotelio
vascular, se concluyó que la relajación producida por la acetilcolina resultaba de la liberación de
una sustancia por parte de las células endoteliales, a la que se llamó factor relajante dependiente
del endotelio (EDRF), y que ha sido identificada como óxido nítrico (NOY6’62~.
1.3,1, Síntesis de NO.
El NO se sintetiza por la conversión de L-arginina a L-citrulina<63”’65t mediante la
oxidación del átomo de nitrógeno terminal del grupo guanidino, utilizando como enzima la NO
sintasa (NOS)~«7~. El paso inicial en el metabolismo de. la L-arginina es la formación de N-hidroxi-
L~arginina<dS>.
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El aminoácido L-arginina además de ser sustrato para la síntesis de NO tiene también un
papel importante en la síntesis de las proteínas orgánicas y en el ciclo de la urea(69>.
La arginina es transportada a través de las membranas de la célula endotelial por el
sistema y~, el cual es Na~ independiente y no sensible a pIN0>. En algún caso como en el riñón
y en el borde en cepillo de las membranas intestinales, el sistema de transporte y> puede ser
parcialmente Na~ dependiente<70>.
Es importante resaltar que análogos de la L-arginina, incluido su isómero, la D-arginina,
no actúan como sustrato para la síntesis de NO<63), y que incluso la pueden inhibir, como por
ejemplo el N’-monometil-L-arginina (L-NMMA)~71~72’46~ o el Nw-nitro-L-arginina (NwNLÑ,
Figura 4.- Síntesis de óxido nítrico en la pared
vascular, El NO endotelial se sintetiza a partir de la
L-arginina mediante la NO sintasa de forma
constitutiva <NOSa,>. Sus productos de degradación
son nitritos y nitratos que se liberan al medio.
Además del endotello, el ¡ritlsaulo liso vascular y el
macrófago expresan NOS inducible (NOSi) en
respuesta a citoquinas: factor de necrosis
tumnoral(TNFJ, lnterleuquina-1 (IL-1) o
lipopoliscárldo bacteriano <‘LPS). El NO estin, ala la
guanilato clalasa inactiva (Gal) y pasa a forma
activa (Gcsa,> generando GUPa, el cual ejerce su
acción t’asorelajante y antiagregante.
El NO es altamente inestable y con rapidez (3-5 seg) se convierte en NO
2 y NO; en
soluciones oxigenadas. Les radicales libres de O~ y en especial el anión superóxido, 02’,
catabolizan el NO. La superóxido dismutasa es capaz de enlentecer esta degradación,
comprobándose así indirectamente el papel que cumple el anión superóxido, como catabolizador
del NO. Los radicales libres de oxígeno representan estados intermedios de la reducción
electroquímica del agua, son inestables y altamente reactivos<lZ>. Se generan durante la oxidación
18
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de purinas mediante la xantina oxidasa<74~ y actualmente se sabe que otras enzimas entre las que
sc incluyen la NOS, generan radicales libres como resultado del metabolismo oxidativo~75>. Los
principales radicales libres de 02 son el anión superóxido (0<), el peróxido de hidrógeno
(H
202),y el radical hidroxilo (OH’). El 14202 se le suele considerar corno radical libre por ser el
metabolito intermediario entre 0< y OH’. A pH fisiológico el 07” dismuta a H202; y en presencia
de iones metálicos como Fe
3~, genera el radical hidroxilo a través de la reacción de Haber-Weiss:
0< + O; + 2H”’ 11202 + 02
02’ + Fe3~ Fe2~ + 02
Fe2”’ -1- 1120 HO’ + 1-10’ -f Fe1”’
Estos radicales causan toxicidad en los tejidos por lo que las células desarrollan
mecanismos antioxidantes para eliminar el ion superóxido y el peróxido de hidrógeno y así limitar
la formación del radical hidroxilo. Estos mecanismos incluyen, superóxido dismutasa (SOD) para
el ion superóxido y peroxidasas y catalasas para el peróxido de hidrógeno. Otro mecanismo
antioxidante es prevenir la existencia de iones metálicos en el ciclo redox (lactoferrina, ferritina).
A pesar de estos mecanismos antioxidantes, existen muchas situaciones patológicas en las que
están implicados estos radicales libres de 02.
Otros mecanismos pueden inhibir los efectos vasorelajantes del NO, Los radicales Fe2~
de la hemoglobina se unen y secuestran la molécula del NO y el azul de metileno actúa inhibiendo
la guanilato ciclasa y por consiguiente la producción de GMPc<?~~, La importancia fisiopatológica
de estos mecanismos no ha sido aun completamente dilucidada, pero es posible que su papel sea
importante en los efectos vasoconstrictores de la hemoglobina libre y la mioglobina.
1.3.2. NO Sintasa.
El NO es sintetizado por una familia de enzimas denominadas NO sintasas (NOS), a partir
del aminoácido L-arginina.
En esta reacción, la L-arginina, 02 y NADPH son cosustratos; FMN, FAD, hemo y
tetrahidrobiopterina son coladores y el NO y la citrulina son coproductos de la reacción catalizada
por la NOS que es una dioxigenasa.
Existen dos isoformas de NO sintasas en el vaso: Constitutiva (NOSe), expresada
basalmente en las células endoteliales y cuya actividad es regulada por Ca2~/Calmodullna, y una
isoforma inducible (NOSi), localizada en las células de músculo liso vascular, que no se expresa
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en condiciones fisiológicas y cuya expresión aumenta cuando se estimulan las células de músculo
liso vascular con algunas citoquinas (Factor de necrosis tumoral a (TNF—a) o interleuquina 113
(IL-lB), endotoxinas y AMPc. Las similitudes y diferencias entre ambas isoformas de la NOS se
muestran en la Tabla 4.
Tabla 4.- Similitudes y difirrencias entre las isoformas de NOS.
CONSTITUTIVA INDUCIBLE
Mombrat,alCiIosóIica Cilosólica
Doponclionlo de NADPH Depúndienlo de NAUPII
Dioxigonasa Dioxigonosa
Isihibiblo por andiogos do
L’nrginina
Inhibiblo por an4logos do
L-argininn
Doponclionio do ~ /Calsnodullna Indopouidionto do ~
Libero pivomolos NO Libora nanoinolos NO
Liberación coito Liberación prolongada
No so arocia por giticocorticoidos Inducción inhibible por
glucocorticoidos
Entre otras, han siclo purificadas NOS de rata~2>, cerdo, vaca, cerebelo y macrófagos de
ratónt??>, neutrdfilos<?S), endotelio bovinot63> y plaquetas(?9>(Tabla 5). En los neutrófilos de rata,
como comentaremos más tarde, se ha observado la existencia cíe NOS de tipo inducible<~% sin
embargo, los datos sobre la presencia de NOS en neutrófilos humanos son controvertidos(flSI>.
Tabla 5,- Localización <le las isoformnas de NOS en ci organismo.
NOSe NOSi
Cdlulos ondotolioles”’> CiSlulas ondotollolod”’
Neuronas controles’”’ lIepaiooitO5<”~
Nouirófilos<”’ C&lulas dc Carcinoma<~>
Plaquo:as<”>
CiSlulas do la ,ndcula densa renal~”’ C.SluIas do mósculo liso vascular4”’ y niosanalal’”>
C¿lulau do la miSdula adronaltE> Macroragos’”>
Cdlulas B dcl pdncroas’”> Noulréfilos do Inflan,ación<’0>
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1,3.3. (;uanilato ciclasa. OMPe.
El NO posee un efecto vasorrelajante mediado a través de la estimulación de la guanilato
ciclasa soluble, localizada en las células del músculo liso vascular, promoviendo la elevación del
La guanilato ciclasa es una enzima que se encuentra en la membrana plasmática, citoplasma
y citoesqueleto celular, que cataliza la formación de GMPc a partir del guanosin tr’ifosfato (GTP~88>.
La guanilato ciclasa tiene dos isoformas: a) particulada o asociada a membrana, que es activada
por un mecanismo receptor-especifico, por agentes como el péptido natriurético atrial y la toxina
de E. Coli<íQ>; b) soluble, que es activada por cl NO o por compuestos que contienen NO en su
molécula, como los nitrovasodilatadores, nitroprusiato sódico (NPS), o nitroglicerina<89>. El NO
activa la guanilato ciclasa soluble y consecuentemente aumenta la síntesis de GMPc<&S). El mecanismo
por el cual el GMPc vasodilata parece relacionado conuna inhibición de la movilización intracelular
de Ca2~ y de la contracción del músculo liso~~~>, Las acciones del GMPc podrían sin embargo, exceder
el marco de la mera vasodilatación y ejercer diversos efectos adicionales. Los neutrófilos humanos
poseen guanilato ciclasa de tipo soluble sensible a NO~901.
1.3.4. Efectos fisiológicos <leí NO.
El NO actúa por la transferencia directa célula a célula, cuyas membranas atraviesa rápidamente,
por lo que debe considerarse como tina substancia paracrina<1~. Además, hay que tener en consideración
la corta vida media de esta molécula, menor de 3 segundos, lo que le impide su acción a distancia,
Se ha descrito que el NO puede prolongar sus efectos mediante su unión a grupos sulfidrilos<90,
La formación de NO por las células endoteliales es estimulada por trombina, ATP, acetilcolina,
bradikinina, TNFa e histamina, entre otros factores. El efecto mejor conocido del NO está dirigido
hacia las células contráctiles localizadas en el exterior endotelial, tales como la célula de músculo
liso vascular y la célula mesangial glomerular, y está mediado vía la estimulación de la guanilato
ciclasa soluble con elevación de guanosin 3’,5 ‘-monofosfato cíclico (GMPc)(SS.92>. Entre estos últimos
se encuentran también los fármacos dadores de NO apartir de su propia molécula, corno el nitroprusiato
sódico, la nitroglicerina o la molsidomina. Además de la actividad vasorrelajante del NO/L~Arg<93>
se ha demostrado queesta molécula es capaz de inhibir la agregación plaquetaria~~. Distintas sustancias
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liberadas por las plaquetas, tales como el ADP, La serotonina, o la trombina son capaces de inducir
la síntesis de NO por La célula endotelial; este mecanismo podría significar tina autorregulación
negativa, en la cual algunos metabolitos producidos durante el proceso de agregación generarían
un compuesto, el NO, que actuarla a su vez inhibiendo la agregación sucesiva de nuevas plaquetas
y facilitaría la disgregación de los trombos formados. Además, mediante su efecto vasorrelajante,
el NO incrementaría el flujo sanguíneo local, lavando así los agregados formados y protegiendo
la integridad del lecho vascular. Estos efectos plaquetarios pueden ser de importancia crítica en
situaciones de isquemia/reperfusión, ya que de su nivel de funcionamiento podria depender la aparición,
extensión o lisis de coagulos formados localmente en el territorio isquémico.
Actualmente se sabe que el NO es sintetizado además de por las células endoteliales, por
los macréfagos<83’78>, neutrófilos(lS>, células de Kupffe9’> y tejido neural<83>, Este hecho aumenta
la posibilidad de interacciones y multiplica las posibles frínciones del NO en fisiología y fisiopatología.
En el sistema cardiovascular, el EDRF/NO contribuye a la regulación del flujo sanguíneo
regional y de la hemoclinámica sistémicaC?ó>, modulando la vasorrel~ación de arterias grandes y
pcquef~as, así como de las venas<Q2Q5~~t se ha demostrado recientemente, que estímulos inflamatorios
pueden inducir la actividad de la NOS inducible tanto en endotelio<fi?>conio en células de músculo
liso vascular<~>y en macró(agos<í=>.La cantidad de NO producida por la NOS inducible es mayor
que la producida por la NOS constitutiva, por lo que el NO de origen vascular también tendría
un papel en la hipotensión asociada con la administración de LPS<91> o citoquinas<99~. Otros efectos
del NO de origen vascular son: la inhibición de la adhesión de leucocitos<’~, inhibición de la generación
de endotelina0fl>, e inhibición de la proliferación de células <le músculo liso vascular<íÓ¡>, Recientemente
se ha implicado tambien al NO en la modulación de la síntesis de distintas proteínas de matriz
extracelular por las células endoteliales y de nuisculo liso vascular<102’031.
2. EL NEUTROFILO
2.1. MORFOLOGIA
Es un conocimiento clásico que los leucocitos se dividen en granulocitos, monocitos y linfocitos.
Estos tipos tienen marcadas diferencias morfológicas y en motilidad.
Los granulocitos, que comprenden a los neutrófilos, eosinófilos y basófilos, tienen núcleo
lobulado, su citoplasma contiene numerosos gránulos distintos entre si y se diferencian según sea
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su reacción de tinción. Los monocitos son también granulados pero tienen másestructurado el núcleo
y muchos gránulos finos.
En los neutrófilos existen tres tipos de gránulos: Azurófilos o primarios, específicos o
secundarios y los terciarios o secretores. Les gránulos azurófilos poseen numerosas enzimas
lisosomales, mieloperoxidasa, elastasa, proteinasa3y factores bactericidas.Los gránulosespecificos
son peroxidasa-negativos, contienen lactoferrina, lisozima, gelatinasa y proteínas de membrana
como Mac-1, Los gránulos secretores han sido definidos como orgánulos intracelulares que contienen
tetranectina y fosfatasa alcalina latente, El conjunto de los componentes de estos gránulos se pone
en acción de forma progresiva al producirse la activación del neutrófilo, participando en el proceso
de adhesión y pasaje del endotelio, en el ataquey destrucción de microorganismos y en las reacciones
inflamatorias en general.
2.2 MECANISMOS DE TRANSDUCCION DE SENAL.
Las partículas opsonizadas, inniunocomplejos y los factores quirniotácticos producidos en
los procesos inflamatorios, activan a los neutrófilos mediante su unión a receptores específicos
de superficie, Estudios de degranulación y metabolismo oxidativo en el neutrófilo han revelado
que existen mecanismos de transducción de seflal entre los receptores y el interior del neutrófilo
que son comunes a otros tipos de células secretoras. En la figura 5 se esquematíza un modelo de
acople de estimulo-respuesta en el neutrófilo que conduce a degranulación.
Figura 5.- Esquema de acople
esfirnulo-respuesta y tran.sducción
de señal en el neutrófilo que
produce degrau,ulacióii.
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Los receptores expresados en el neutrófilo existen en varias formas. Pueden estar unidos
a proteínas O y al citoesqueleto. Los neutró filos expresan receptores para el péptido quimiotáctico
IMLP, el factor del complemento C5a, receptores de inmunoglobulinas. Otros receptores importantes
son los de Factor activador dc plaquetas (PAF), Interleuquina-S (IL-8) y Leucotrieno 134 (LTB4).
El receptor del neutrófilo no ocupado se encuentra acoplado a una proteína O inactiva (Ci). Cuando
un ligando especifico se une al receptor se producen cambios conforniacionales en esta proteína
(R) (Figura 5) que se acompañan por una activación de la proteína G(í~~>. Los quimioatractantes
como el fMLP, LIB4, PAF, CSa etc estimulan la actividad GiPasa en membranas aisladas<íOS).
La activación de la proteína O se bloquca por Toxina Pertussi5
t1063 que ADP-ribostla la subunidad
a de la Ci del sistema adenilato ciclasa y también unaproteína 40-41KD <lela membrana plasmática
de los neutrófilos<íO’>, La estimulación de los neutrófilos por nucícótidos de guanina, forbol 12-miristico
13-acético (PMA) y calcio no se inhibepor toxina íertussis lo que sugiere que una segunda proteína
O puede estar envuelta en la transduceión de la señal<’OS>.
En el proceso de activación de la proteína O esta involucrado el Cuanosin trifosfato (OTP)
que se une a la proteína O y la activa (Ci’). Esta proteína O interacciona con la fosfolipasa C y
la activa (PLC). La fosfolipasa C hidroliza el fosfatidil inositol-4,5-bifosfato (PIP
2) y fosfatidil
inositol-4-monofosfato y produce el segundo mensajero inositol-1 ,4,5-trifosfato (IP3) y 1 >2-diacilgílcerol
(DAG). El 11% interacciona con un receptor intracelular específico y estimula la liberación de iones
calcio(61> desde unos orgánulos denominados caiciosonws<169>. Este aumento está potenciado por
la entrada de Ca24 del medio extracelular. El DAO activa la proteína quinasa C (PKC> provocando
su translocación desde el citosol a la membrana plasmática. El neutrófilo posee gran cantidad de
PKC<’’0~, presente corno varias isoenzimas de las cuales las mas comunes son la II y la ~ La
activación de la WC no es un requerimiento necesario para la activación del neutrófilo ya que
los estudios con inhibidores de PKC demuestran que no se bloquea toda la respuesta de los
estimulos<112>; además los neutrófilos contienen otros tipos de quinasas que están envueltas en la
activación celular como son quinasa dependiente de OMPo, tirosina quinasas, H4 Histona quinasa,
y fosfatasa. El PMA se utiliza para investigar la transducción de señal vía PKC en los neutrófilos.
Cuando los neutrófilos son estimulados con PMA, el estado de fosforilación de varias proteínas
se modifica<IU>.
Otras vías de. activación celular en el neutrófilo son: la fosfolipasa D que utiliza la
fosfatidilcolina para producir ácido fosfatidico, que Interviene en la activación de la respiración;
y la fosfolipasa A
2 que está presente en los gránulos y en la membranaplasmática de los neutréfilos
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y cuya activación produce ácido araquidónico<’ 14) el cual a su vez sirve de estimulo para los
neutrótilos~’’5>. LI ~Ci(lO fosfatidico y el DAG pueden ser interconvertidos mediante la acción de
la ácido fos fatídico fos [ohIdrolasa y la d iaci Iglicerol quinasa.
La concentración de calcio en neutrófilos en reposo se mantiene en niveles submicromolares
mediante la bomba Ca2~—ATPasa de la membrana plasmática<híé). Después de estimulación, el calcio
intracelular aumenta casi inmediatamente desde 0.1 t¿M a 1 ~M<’’”.La elevación del calcio
citoplasinático vanactivar proteínas quinasas dependientes de calcio—calmodulina, PLA, y proteínas
que se unen a actina<’ “~> y va a producir la fusión de la membrana de los gránulos con la membrana
plasnititica para prodtícir clegranulación. El calcio intracelular también abre canales inespecificos
que permiten el flujo de Na~ y K’<119~; sin embargo, el papel especifico del flujo de estos iones
y cíe la elevación cíe calcio inducida por estímulos, no está bien determinado, dado que muchas
respuestas celulares en el neutróflio tienen lugar en medios libres de Na~ y calcio<120>.
2.2.1 . — Poliíneriznchin de ¡tel lun.
Los agentes quimioatácticos estimulan la locomoción de los neutrófilos que comprende tina
serie cíe procesos complejos como son la formación de pseudópodos, mantenimiento de la integridad
celular y liberación de las enzimas necesarias para el pasaje transendotelial. La actina es una de
las proteínas del citoesqueleto más abundantes, y participa tanto en la movilidad celular como en
la estructura cíe la matriz <leí citoplasma. La formación de pseudópodos en los neutrófilos inducida
por quimiontractantes, sc correlaciona en el tiempo y en el espacio con la polimerización de la
actina. Los niáximos niveles alcanzados de F-actina ocurren a los 15-60 segundos tras estimulación
con un agente quimiotáctico o un éster de forbol, Les pseudópodos formados se tiñen con NED-
Falacidina que se une selectivamente a la P-actina. Del estado de polimerización en que se encuentre
la actina, van a depender muchas funciones celulares corno son los cambios de forma, adhesicn,
migración, secreción de gránulos y fagocitosis.
Los gránulos están separados de la membrana pJasmática por filamentos del ectoplasma
en los neutrófilos en reposo. Cuando se esti¡nula la superficie celular del neutrófilo con un agente
quimiotáctico, se produce una mobilización de calcio especialmente en la periferia, este aumento
activa la gelsolina, otro de los microfilamentos que constituyen el citoesqueleto, por lo que se acortan
los filamentos de actina disminuyendo la viscosidad en esa área lo que permite que los gránulos
tengan acceso a la superficie de la membrana plasmática, facilitando así la degranulación<í=O.Este
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es el mecanismo de acción que utilizan las citocalasinas para facilitar la secreción de los gránulos
y bloquear la locomoción, ya que estos alcaloides pueden destruirlos filamentos de actina, inhibiendo
su polimerización.
2.3 CARACTERISTICAS FUNCIONALES
Las funciones principales de los neutrófilos son la fagocitica y la bactericida como parte
esencial en los mecanismos de defensa del organismo contra la infección. Esta función está muy
relacionada con la de los linfocitos y macrófagos.
Para realizar sus funciones, el neutrófilo sufre un proceso de adhesión al endotelio y movilidad
para atravesar la barrera endotelial y llegar al foco inflamatorio.
2.3.1.- Quiniiotaxis y Movilidad.
Los factores quimiotácticos que son generados por la interacción de proteínas plasmáticas
con antígenos ó agentes patógenos atraen a los neutrófilos de la sangre a los sitios de infección.
La difusión de estos factores crea un gradiente químico que dirige la migración de los neutrófilos
liada la fuente que produce el factor quimiotáctico. El plasmatambién produce anticuerpos y factores
de complemento que cubren al microorganismo en un proceso denominado opsontzación. Los
neutrófilos ingieren e incluyen a los microorganismos opsonizados en una vesícula (fagosorna),
en la cual descargan su contenido granular (degranulación), Los neutrófilos generan metabolitos
activos del oxigeno como el anión superóxido y peróxido de hidrógeno que contribuyen a matar
al microorganismo. Los enzimas de los gránulos junto con los metabolitos de oxígeno pueden liberarse
también al fluido extracelular donde pueden causar daijo al tejido. Este efecto secundario puede
ser una causa importante de inflamación en los tejidos y de daño para el organismo.
2.3.2.- Adhesión. Aspectos Generales.
Los neutrófl los tienen una mayor capacidad de adhesión durantelos procesos de quimiotaxis
y fagocitosis~’22>. Los neutrófilos circulantes cuando se exponen a estímulos exógenos aumenta su
capacidad de adhesión de unas células aotras y a otro sustrato. Se ha demostrado que los neutrófilos
adheridos auna superficie están ‘primados’ ci sensibilizados y tienen diferentes propiedades funcionales
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comparando con las células en suspensión<’23>. Cuando los neutrófilos están en suspensión, seagregan
en respuesta a un factor quimiotáctico, un proceso que es distinto al de la adhesión.
Los neutrófilos abandonan frecuentemente el torrente circulatorio para ejercer su acción
en los tejidos, para lo cual deben adherirse al endotelio vascular. La adhesión de células de la sangre,
como neutrótilos o plaquetas posee un papel importante en procesos como la hemostasia<’~>, trombosis,
cicatrización de heridas, infecciones~’25~, procesos inflarnatorios~126>, respuestas inmunológicas y
reparación de tejidos claf¶ados<l2?>, cíe tal forma que en el sistema inmunológico los leucocitos interactúan
entre si y con el enclotelio vascular, así como con componentes de matrices extracelulares, cambiando
rápida y transitoriamente del estado no adhesivo al adhesivo<’24~. Fundamentalmente existen dos
tipos de adhesión celular: la adhesión entre dos células y la adhesión entre una célula y una matriz
extracclular<’27>.
La interacción de neutrófilos circulantes con el endotelio vascular es un hecho esencial en
la inducción de la respuesta inflamatoria aguda<’2S’29~. Aunque la adhesión y la migración de los
neutrófilos ha siclo ampliamente estudiada, el mecanismo por el cual estos reaccionan y se adhieren
a la célula endotelial y posteriormente migran a través de la pared vascular no esta aún suficientemente
esclarecido. Un gran número de factores regulan la interacción entre los neutrófilos y las células
endoteliales. Entre ellos destacan: a) la expresión de moléculas de adhesión en la superficie de
los neutrófilos activados yio las células endoteliales, b) fuerzas hidrodinámicas que tienden a barrer
los neutrófilos de la pared endotelial y c) la interacción de las cargas electrostáticas de los dos tipos
celulares.
Otra situación fisiopatológica en la que se involucra a la interacción endotelio-neutrófilo
son los procesos de isquemia—reperfusión<’30’31’’32’33kEn gran medida la disfunción microvascular
asociada con la reperfusión de tejidos isquémicos parece estar relacionada con la activación de
neutrófilos adheridos al endotelio vascular. El papel de los neutrófilos en la isquemia-reperfusión
se basa principalmente en la observación de que los neutrófilos se acumulan en los tejidos
postisquémicos. Anticuerpos monoclonales contra moléculas de adhesión expresadas en la superficie
del neutrófilo atenúan la disfunción microvascular por isquemia<133134>. Sin embargo, y debido a
que cada vez se implica más a los neutrófilos en el daño de la isquemia-reperfusión, es necesario
clarificar con mayor exactitud los factores responsables de la activación de los mismos en esta situación
fisiopatológica. Existen algunas pruebas que indican que moléculas oxidantes producidas por las
células endoteliales desempeñan algún papel en este proce5o~155>. En este sentido, se ha demostrado
que la infiltración de neutrófilos inducida por la reperfusión se inhibe significativamente por el
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pretratamiento con superóxido dismutasa o alopurinol, indicando que el lón superoxido derivado
de la xantina oxidasa estaría implicado en la adhesión, quimiotaxis o activación de los neutrófilos
asociada a la reperfusión”32>. Diversos autores han demostrado que tanto el ión superóxido como
el peróxido de hidrógeno pueden actuar como factores quimiotácticos para los neutrófilos. No está,
de todas maneras dilucidado el papel de estas moléculas cuya liberación y producción se incrementa
en la isquemia como por ejemplo la ET-1.
2,3.2.1.- Moléculas dc Adhesión.
Laadhesión de los neutrófilos a la célula endotelial es iniciada por estimuladores endoteliales
que aumentan el calcio libre citoplasmático. Estos agentes actúan induciendo una rápida fusión
(1-2 minutos) dic los cuerpos de Weibel-Paladle (orgánulos secretores endoteliales) con la membrana
plasmática. La exocitosis de los cuerpos de Weibel-Palade produce una liberación del factor VIII
t
von Willebrand, induciendo simultaneamente una traslocación ala superficie celular de unaproteína,
almacenada también el el orgánulo, llamada GMP-14O~’36’”>, Esta proteína fue descrita inicialmente
en los orgánulos a de las plaquetas. En ausencia de neutrófilos, GMP-140 desaparece rápidamente
de la superficie endotelial no siendo ya detectable 5-10 minutos después de la estinlulación<’36>.
Es probable, aunque no se ha demostrado, que la unión de los neutrófilos puede conservar a GMP-140
sobre la superficie endotelial.
Los neutrófilos, después de activados por factores quimiotácticos específicos como los
leucotrienos<13E, ionóforos, ésteres <le forbol, PAF, factor de necrosis tumoral (TNFa)<139> y fMLP
se adíhieren rápidamente al endotelio vascular, a través de la expresión de moléculas de adhesión<’tSin
embargo, la adhesión de los neutrófilos a las células endoteliales, requiere la expresión de moléculas
especificas en la superficie de ambas células, de forma que la activación de los neutrófilos y su
interacción con el endotelio, no sólo depende de fenómenos localizados en el lado endotelial. Distintos
autores han demostrado la importancia de una familia de moléculas de adhesión, localizadas sobre
la superficie de los neutrófilos, las integrinas<¡4¡). Estas moléculas son capaces de reconocer y unirse
a ligandos en la superficie de las células endoteliales, en respuesta a estímulos específicos.
Las integrinas están implicadas en los procesos de adhesión celular y extravasación<¡23>;
también desempeñan un papel en la agregación plaquetaria, en funciones inmunológicas, en la
reparación de tejidos, en la angiogénesis<12fl, en la invasión tumoral y en otras situaciones patológicas.
En el proceso de la adhesión celular se distinguen varias etapas (Figura 6).
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Figura 6
Proceso de
adhesión y
migración a
través del
endoteho de los
neutrc5filos.
La primera fase es la de rodamiento de los neutrófilos sobre la superficie endotelial. Esta
etapa está mediada por la familia de las selectinas, Las selectinas incluyen un grupo de tres moleculas:
a) L-selectina (Lam- 1, LECAM- 1) que seencuentra de forma constitutiva en los neutréfilosy cuando
éstos se activan se expresan en la superficie celular, esto ocurre cuando comienza el proceso de
rodamiento o frenado de los neutrófilos. b) P-selectina (GMP-140, PADOEM) se encuentra en
plaquetas en los gránulos a y células endoteliales almacenada en los cuerpos de Weibel-Palade,
que son rápidamente traslocados cuando se activa la superficie de las células endoteliales y las plaquetas
con estímulos como histamina, trombina, bradiquinina, leucotrieno C4 (LTC4) o radicales libres,
y actúa como receptores para monocitos y neutrófilos, c) E-selectina (ELAM-1) que solo se expresa
en células endoteliales y es rápidamente sintetizada cuando son estimuladas con citoquinas (TNFa,
IL-1) o endotoxina.
El siguiente paso es la adhesión, que requiere la activación de los neutrófilos por un agente
quimiotáctico y la expresión de las ií~tegrinas. Existen dos familias: las 131-integrinas; y las 82 integrinas.
En la familia de las l3~ integrinas se encuentra la VLA-4. Las ~2 integrinas estructuralmente se
caracterizan por estar constituidas por una subunidad fi común que ha sido denominada CD1S,
y por una subunidad a que las diferencia entre si en tres grupos. Inicialmente fueron identificadas
la CD1 1 a/CD18, también denominada LFA-1<
125”41~,y la CDI. lb/CD18, también denominadaMac-
C<,rdaclo
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j(I25.126.I42), La disponibilidad de anticuerpos monoclonales contra la fracción ¡3 común, permitió 4w
jila identificación de un tercer miembro de esta familia, la CD1Ic/CD1S, también denominada t
u’
‘u
“ivLa acción adhesiva <lelas B2 integrinas es mediada principalmente por la CD1La/CD1B y
-u
por la CD11b/CDLB<
143>. Anticuerpos monoclonales contra estas moléculas, son capaces de inhibir
la adhesión de los neutrófilos a las células endoteliales, demostrando el importante papel de estas 1
glicoproteinas.
La CDI 1 a/CD 18 está presente en forma constitutiva en la membrana celular de los neutrófilos. A
La CD11b/CDlB y la CDllc/CD1B están presentes en gránulos citoplasmáticos, que se localizan
ir
próximos a la membrana celular y que son transiocados hacia la superficie del neutréfílo pocos ti
it
minutos después de su activación. Para que el neutrófilo finalmente se una a la célula diana mediante »1>
>1*la acción <lelas integrinas, parecenecesaria una elevación <lelos niveles citoplasmáticos de calcio<’43~,
-u>,
Les ligandos endoteliales de las integrinas ~32,denominados moléculas de adhesión intercelular
vi
tipo 1 y 2 (ICAMí, ICAM2), son miembros de una familia de inmunoglobulinas localizadas en
las células endoteliales<14~. La Col la/CO] Bes capaz de reconocer ambos receptores y la CD11b/CDIB
reconoce sólo al primero, desconociéndose hasta la fecha el ligando de unión al endotelio de la
>2
COlle/COlE.
Tras la adhesión firme de los neutrófilos al endotelio, el siguiente paso es la migración
trans-endotelial. Aunque factores quimiotácticos como LT13
4, CSa, y fMLP pueden aumentar la ¡
adhesión de neutrófilos al endotelio, la transmigración a través de la monocapa endotelial requiere 4
un gradiente quimiotáctico
t14Q Estudios recientes han implicado a otra molécula de adhesión (PECAM-
1) en la transmigración. PECAM-1 es un miembro <lela familia <lelas inmunoglobulinas, se expresa
en bajos niveles en la superficie de leucocitos y plaquetas, y en altos niveles en el endotelio<í’~%
Existen trabajos que indican que anticuerpos que bloquean a PECAM-1 en la superficie de los leucocitos
pueden regular la adhesión mediada por integrinas~’41~.
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Tablas 6.- Moléculas de adhesión.
MOILCULAS [MIEMBROS DISTRIBUCION LIGANDO
SEI.,ECTINA5 P-seIeelií,a
(PADOEM, dJMP-140)
Endoiclio, Plaquetas psoL-í
Siaiyl Lewis’ y otros
E-solootina
(ELAM- i>
Endololio SiaIyl Lewis’
y otros
Laeleelina
(LAM-l, MEL-14)
Neutrélilos y lintocitos E-selectic,
cDa4. OIyCAM
INVEGIUNAS vLA-4 (a4
15) Monocitos, linfoclios y
cosiudralos
vcAM-¡, FN
col la/CO 18 fl,
(LFA-I)
Nouirdfilos
Liáirocitos
10AM-!,
IcAM2
CDI ll,ICDI8flZ
(Mae-I , Mcl)
Neniréflios
Monocitos
ICAM-I,
fll,rmdgeno.
Cl)! IclODIS fl
1
(pl5O,95)
Ncutr4fllos
Monocitos
No oarncleri
¿ajos
5UPERFAMIIAA
INMUNOGLOIXUUNA5
ICAM-I Endolelio
epilelio
mosangio
0011 a/CON
CDI Ih/CDI8
ICAM-2 Endolelio cDIIa/CDIS
vcAM-I Endotelio vLA-4
PECAM-t Endotolio
Neutrófilos
Plaquolas
PECAM, otros
2.4. FISIOPATOLOGIA
Papel de los neut.réfilos en la isquemia nilocárdica y repcrrusión.
Se ha dado una importancia clave a los neutrófilos en los procesos de isquenWa-reperfusión
de órganos como el miocardio. En la isquemia-reperfusión miocárdica, los neutrófilos se activan
y producen un efecto dañino en el miocardio, mediante la liberación de radicales libres de oxigeno
altamente citotóxicos, enzimas proteoliticas, productos derivados de lipoxigenasa y citoquinas que
modifican la función del endotelio y de las plaquetas<
148’149>. Los agregados de neutrófilos juegan
un papel importante en la formación de tapones en los capilares, creando el fenómeno de no-reflujo,
que bloquca la circulación capilar. Las plaquetas y el endotelio tambien pueden modificar a su vez
la función de los neutrófilos<~>. El neutrófilo regula la función endotelial mediante la expresión
de moléculas de adhesión y mediante la liberación de factores solubles tales como el óxido nítrico,
31.
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prostaciclina, endotelinas, PAF e intcrlcuquina-8. Las plaquetas afectan a la activación de los neutrófilos
mediante la liberación de tromboxano A2, Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF),
serotonina, productos de la lipoxigenasa, proteasas y adenosina~’
50>.
La modificación de las interacciones entre neutrótilos, plaquetas y eriotelio utilizando dadores
de NO, bloqueantes de tromboxano A
2, análogos de prostaglandinas, iahibidores de la enzima
convertidora de angiotensina o bloqueantes de endotelina, puede ser una intervención terapéutica
muy beneficiosa. Actualmente también se estudia la posibilidad de reduer el daño producido por
los neutrófilos en el miocardio mediante “scavengers” o secuestrantes de radicales libresde oxigeno,
anticuerpos contra las moléculas cíe adhesión o antagonistas de las citoquinas, araquidonatos o lípidos,
incluido el PAF.
Papel <le los neutrófilos en el daño tisular.
El daño producido por los neutrófílos en los tejidos inflamados precie ser causado por varios
¿
mecanismos: 1) La activación de la adhesión de los neutrófilos dependie Me de integrinas no solo
promueve la adhesión al endotelio sino también la agregación <le los neutrófilos entre si (mediada
por CD11b/CD1B), lo que puede resultar en un taponamiento en los nii;rovasos y una isquemia
distal~’
51’. 2) una elevada concentración de estímulos inflamatorios causs la degranulación de los
neutrófilos con la liberación de varias proteasas. Dos enzimas muy implicadas en el daño a la pared
arterial son la colagenasa y la elastasa. En los tejidos y en el suero existen antiproteasas que pueden
en parte inhibir algunas de las proteasas liberadas por los neutrófilos. 3) la generación de metabolitos
de oxfgeno dependientes de la NA1)PH-oxidasa activada por endotoxina~ citoquinas inflamatorias
etc, pueden producir un daño en la célula endotelial y promover los efectos destructivos de las
proteasas ya sea por activar metaloproteinasas latentes o por desactivar antiproteinasas sensibles
a oxidantes<ífl>.
2.5. OXIDO NíTRICO (NO) EN EL NEUTROFILO
La primera evidencia de que los neutrófilos producían una sustancia cii capacidad vasorrelajante
fueron los trabajos de Rimele y cols<tfl> en los que se demostraró cómo l:;ucocitos peritoneales de
rata liberaban una sustancia capaz de relajar segmentos de aorta desenditelizados e incrementar
los niveles de GMPc cii estos tejidos<’54~. Harrison y cols<¡55>demostraron co¶¡o los neutrófilos humanos
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inhibían la agregación plaquetaria. La producción de esta sustancia antiagregante era inhibible por
L-NMMA<’~>. Este “factor relajante derivado de los neutrófilos” tiene un perfil farmacológico idéntico
al EDRE. La síntesis del NO por el neutrófilo se produce mediante los dos tipos de óxido nítrico
sintasa (NOS), inducible ci independiente de calcio~80’5~, y constitutiva ci dependiente de calcio~7~,
La L-Canavanina, que inhibe la formación de NO en el macrófago, pero no en las células endoteliales,
también inhibe la liberación de NO por el neutrófilo<I54¡SS>. Sin embargo, el Nw L—arginina metil
ester (L—NAME), que es un potente inhibidor de la sintesisendotelial de NO~’59~no afecta ala síntesis
de NO del neutrófilo<’60 ¡él) La síntesis deNO en los neutrófilos se estimula por agentes quimiotácticos
como el ¡‘MLI’ o LT13
4(í5<).
El significado biológico y fisiológico de la producción de NO por el neutrófilo no ha sido
todavía determinado. Se sabe que la degradación del NO es acelerada por especies reactivas derivadas
del oxígeno y en particular por el icin superóxido (O
2j~’62’’63~. Distintos autores han descrito la
correlación existente entre un aumento en la síntesis de NO con la de O{ por el neutrófilo<IéO>.
Esto reflejaría un mecanismo de control de los niveles de 0< en situaciones tales como la migración
‘u’
o la fagocitosis, pudiendo el NO actuar como citoprotector contra el daño potencial que ejercería
el ~2’ contra el propio neutrófilo, Otra función en la que seha implicado al NO de origen neutrofilico,
es en la regulación de la agregación plaquetaria. Grupos como el de Vane~1~> han descrito como
la agregación de plaquetas activadas con trombina es menor en presencia de neutrófilos; además,
recientemente, López-Parré y cols<tóS>. handemostrado cómoen presencia de aspirina, los neutrófilos
generan NO, POF lo que éste sería el responsable del papel inhibitorio de los neutrófilos en la agregación
plaquetaria en presencia de aspirina. Esto le dárla al neutrófilo un papel relevante corno controlador
de la propagación del trombo, pudiendo tener por lo tanto una función moduladora en el proceso
de la hemostasia y trombosis. Se ha descrito que agentes dadores de NO como la molsidomina
inhiben la liberación de enzimas lisoson,alest166~,mientras que la inhibición de la NOS por L—NMMA
inhibe la quimiotaxis en los neutrófilos(1«~>.
2.6 NUCLEOTIDOS CICLICOS. GMPc EN EL NEUTROFILO.
Cuando los neutrófilos se exponen a partículas fagocitables se ha observado un aumento
de los niveles de AMPc temprano (máximo a los 15 segundos) y breve (retorna a los niveles basales
al minuto o a los 2 minutos). Durante este mismo intervalo no se observancambios en los niveles
de GMPc. Les niveles de AMPc correlacionan muy bien con la quimiotaxis y la degranulación,
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sin embargo hay pruebas que sugieren que los cambios en los niveles de AMPe no son necesarios
ni suficientes para las respuestas de los neutrófilos. La relación entre los receptores de los agentes
quimioatractantes y la adenilato ciclasa es indirecta y parece estar mediada por calcio u otros
intermediarios en la via del inositol. Los neutrófilos estimulados liberan adenosina que se puede
unir a los receptores de purinas los cuales amplifican la señal de la adenilato ciclasa aumentando
los niveles de AMPc.
Los neutrófilos disponen de guanilato ciclasa soluble~~>,aunque no se ha establecido qué
papel ejerce el GMPc producido por esta guanilato ciclasa sobre el propio neutrófilo<16fl.
Distintos estudios demuestran que el análogo permeable del GMPc, 8-Br-GMPc, y otros
análogos del OMPe promueven quimiotaxis y degranulación en neutrófilos activados<’671~, El aumento
de [Ca2lien el neutrófilo indluce un aumento en la producción de NO y OMPe, Este aumento
en el OMPe en neutrófilos activados coincide con la fosforilación dependiente de GMPc de un
filamento del citoesqueleto, la vimentina~’68>. El aumento de [Ca2+]iparece ser necesario para la
colocalización de la quinasa dependiente de GMPc y la vimentina en la célula, con lo que la quinasa
cataliza la reacción de fosforilación de la vimentina y se produce la polarización de la célula y su
degranulación, por lo que se sugiere un papel de la quinasa dependiente de GMPc en todos estos
hechos.
2.7. ENDOTELINA-1 (ET-i) Y CELULAS DE LA SANGRE.
A pesar del gran número de trabajos existentes en la literatura sobre el mecanismo de acción
y las implicaciones fisiopatológicas <le la ET-1 como vasoconstrictor, poco se sabe sobre la importancia
de la ET-1 sobre otras células relacionadas con el endotelio, como son las células de la sangre.
En relación con las plaquetas se conoce que la ET-1 puede actuar en combinación con PCI
2
y NO para regular la interacción de las plaquetas con la pared vascular y así, limitar la formación
del trombo. Sin embargo, el efecto de la ET-1 sobre la agregación plaquetaria no parece que sea
sobre la misma plaqueta, ya que existen datos en la literatura en los que se demuestra que la ET-1
no afecta a la agregación de las plaquetas in vitro<
169>, No obstante, la ET-1 administrada in vivo,
puede disminuir la agregación plaquetaria mediante la liberación de NO y PGk~’70>. Hay un dato
interesante que destacar ya que las plaquetas son capaces de estimular la expresión del ARNm de
la ET-1 en células endoteliales en cultivo<í?¡). Béa y cols demostraron que concentraciones crecientes
de plaquetas agregadas estimulan la producción de ET-1 en células endoteliales en cultivo, Sin embargo,
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las plaquetas agregadas no estimulan o incluso inhiben la producción de endotelina en los vasos
intactos. Este efecto no está relacionado con efectos inhibitorios de el NO o la prostaciclina, y puede
estar causado por la liberación de algún factor derivado del músculo liso que inhiba la liberación
de endotelina tanto en condiciones basales como después de la esimulación conplaquetas agregadas<’72k
Finalmente, la trombina es también un potente activador de la sintesis y liberación de ETA; por
lo que la ETA puede contribuir a la curación de los vasos dallados, y participar en los procesos
de coagulación sangurnea(¡n>.
A la ETA se le asignaun importante papel en la génesis y desarrollo de distintas patologías
que incluyen daño vascular, como la arteriosclerosis. El papel de la ETA en la aterogénesis está
principalmente relacionado con su potente acción quimiotáctica sobre los monocitos<’7~ y fibroblastos<í?Q
lo que contribuye a la formación de la placa. Por el contrario, la propiedad quimioatractante de
la ETA sugiere un posible papel de ésta en los procesos de curación de heridas. Sobre el efecto
<lela ET-i en la quimiotaxis dc los monocitosy macrofagos, existen resultados controvertidos<t74.í?ó>,
ya que Bath y cois han sugerido que ni la ET-1 ni cl PDGF tienen efecto sobre la quimiotaxis o
la adhesión de los monocitos al endotelio. Tambien existen datos sobre el efecto de la ET-1 en
el aumento de calcio intracelular, losforilación de proteinas<í?l>, producción de radicales superóxido
e interleuquina5<177’78~ o la presencia de receptores de ET-1 en los monocitos y macrófagos<2?’79>.
Las células humanas circulantes de la sangre, como plaquetas, linfocitos o neutrófilos no generan
ET-1, con la excepción <lelos macrofagos<180~. La secreción de ET-I y ET~ por los macrófagos
humanos se estimula por LPS, lo que sugiere un papel de las ETs en los procesos inflamatorios
en los que están presentes los macrófagos tisulares. En estudios recientes se ha observado que la
ET-4, que originalmente se encuentra en la mucosa intestinal, es también un potente agonista en
la producción de citoquinas y prostanoides por los monocitos<t8~.
El descubrimiento de que el neutrófilo tiene la maquinaria enzirnática necesaria paraproducir
ETA a partir de su precursor proteico<fl abre un abanico de preguntas por la coexistencia en dos
células estrechamente relacionadas, el endotelio y el neutrófilo, de dos sistemas con propiedades
teóricamente opuestas, cl NO y la ETA. Estos dos sistemas podrían interaetuar en una forma no
estudiada hasta la fecha. Los neutrófilos humanos inducen la expresión del gen de la ET-1 en las
células endoteliales, estimulando la liberación deET-1 , y para que se produzca este efecto serequiere
el contacto directo célula endotelial-neutrófilo. Diferentes proteasas liberadas por los neutrófilos
son capaces de convertir la ET grande en su metabolito activo, ¡a ET-1~’~’. Además, las proteasas
liberadas por los neutrófilos son capaces de degradar e inactivar la ET-1~’83k Tambien se conoce
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un papel de la ET-l en la producción de anión superóxido en los neutrófilos estimulados con fML~¡í4>;
pero no se conocen datos sobre el posible efecto directo <lela ET-1 en la activación <lelos neutrófilos, - Ii>
su mecanismo de acción y como consecuencia su papel en distintas patologías corno el infarto agudo 4
de miocardio, la uremia o cl fallo renal agudo. Del estudio de la interacción de todos estos factores
puede emerger una definición del verdadero papel dc la ET-1 en relación a los neutrófilos y el
daño tisular. Estos datos pueden, además, contribuir a una mejor comprensión de cUal es el significado 2
de la ET-1 como mediador biológico a nivel tisular.
i~1
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LIIPOTESIS
La hipótesis general de esta tesis fue que la endotelina-1 y el sistema NO/GMPc tienen
un papel significativo en los mecanismos de activación y desactivación de neutrófilos, y en la
relación de estos con el endotelio vascular.
OB,JETIVOS
1. Analizar si la endotelina-1 activa los neutrófilos. Para el]o se eligieron corno parámetros
de activación celular: a) Cambios en el calcio libre citosólico; b) liberación de ~-Glucuronidasa;
c) polimerización de filamentos de F-actina; d) producción de radicales libres del tipo del anión
superoxido.
2. Estudiar la relación del sistema NO/GMPc con la ET-1 en la regulación de la activación
dc los neutrólilos,
3. Analizar qué papel tiene la activación de los neutrófilos por la ET-1 en la interacción
de estas células con el endotelio vascular, Dentro de este mismo objetivo, plantearnos identificar
las proteínas de adhesión del neutrófilo involucradas en la interacción.
4. Por último, analizamos la implicación de la estimulación de los neutrófilos por la ET-1
sobre la acumulación de éstos a el corazón aislado perfundido y en un modelo de animal entero.
28
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1.- ESTUDIOS IN VITRO
1.1.- ESTUDIOS EN NEUTROFILOS
1.1.1.- Aislamiento de neutréfilos
Los neutrófilos humanos se obtuvieron de sangre periférica de donantes voluntarios sanos,
La sangre fue recogida en tubos Falcon que contenían EDTA 0,2 lvi y sedimentada por dextrano
6% (p/v), centrifugando el sobrenadante a 2500 rpm durante 15 mm. El precipitado se
resuspendió en tampón Hepes, (131 mM NaCí; 4.7 mM KCI; 5 mM glucosa y 20 mM Hepes,
pH 7.4), seguido de centrifugación a 1800 rpm durante 30 mm en gradiente de FicolI-Hypaque
(Flow Lab,, Irvine). El remanente eritrocitario se eliminó mediante lisis hipotónica.
Los neutrófilos aislados se resuspendieron en tampón Hepes y se procedió a su contaje
mediante colorante de basófilos. En algunos experimentos adicionales, se utilizaron también
neutrófilos de conejo aislados de la misma manera. La pureza de los neutrófilos aislados fue
mayor del 95% con una viabilidad del 98% medida mediante la exclusión de azul tripan.
— Criterios <le viabilidad celular
Para conocer el porcentaje de viabilidad obtenida tras el aislamiento de los neutrófilos y
después de realizarse la incubación da las células con las distintas sustancias en estudio, se
realizaron experimentos de exclusión de azul tripán. Para ello, tras el periodo de incubación con
los distintos agentes utilizados, se retiró el sobrenadante añadiéndose 1 ml de una disolución de
azul tripán al 50%. Los neutrófilos se incubaron 1 minuto con esta solución y tras lavado se.
procedió a la observación microscópica de las células. El porcentaje de viabilidad se calculé
mediante la cuantificación de las células teñidas de azul (células muertas) en relación al número
total de células en, al menos, tres campos microscópicos diferentes, Las células viables, más del
98%, eran capaces de excluir el colorante por lo que no aparecieron teñidas. Por el contrario, las
células muertas o cii periodo de degeneración, al haber perdido la capacidad funcional de su
membrana citoplasmática, presentaban una coloración azul.
El contaje de la viabilidad de las células endoteliales se realizó de una forma similar.
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1.1.2.- Medida de los niveles de calcio libre citosólicos ([Ca2’],) mediante fura-2.
Los neutrófilos se cargaron incubando la suspensión celular con 2 pM fura-2/AM durante
60 mm a 370 C en tampón Hepes. La suspensión celular se lavó dos veces, mediante
centrifugación a baja velocidad, y se resuspendió en tampón Hepes en una densidad dc 5. 10~
células/ml. Una alicuota de 200 pi de la suspensión se incubé con 800 ¡cl de tampón PSS-Ca2~
(140 mM NaCí; 4.6 mM KCI; 2.0 mM CaCI
2; 1 mM MgCI2; 10.0 mM Glucosa y 10 mM Hepes,
pH 7.4) durante 30 mm a 370 C. En muestras similares, los neutrófilos se preincubaron durante
5 mm en presencia de TMB-8 10’
5M, un inhibidor de la liberación de calcio desde los orgánulos
subcelulare5~’85>. Se realizaron experimentos adicionales en un medio libre de calcio que contenía
EGTA 2 mM. El tiempo de preincubación con el medio libre de calcio/EGTA fue
aproximadíamente 30 s. La medida de la [Ca2’],se realizó con un espectrofluorímetro (Perkin
Elmer LS 50) en cubeta de cuarzo con agitación y a 370 C. Antes del experimento, se realizó un
barrido de la fluorescencia del fura-2/AM hidrolizado. Las longitudes óptimas de excitación y
emisión fueron 340, 380 y 500 nm respectivamente. La [Ca2~],se calculó mediante una ecuación
estándar, empleando una constante dc <lisociación (Kd) del fura-2 de 224 nM a 37 oC<tí~. La Rmax
y Rmin se determinaron individualmente para cada experimento añadiendo Tritón X-100 (0.1%)
y EGTA (10 mM) respectivamente. Se realizaron experimentos adicionales sobre neutrófilos
adheridos a discos de cristal, para eliminar posibles interferencias por efectos agregantes de los
diferentes mediadores sobre los neutrófilos.
1.1.3.- Medida de liberación <le anión superéxido (O~j.
La liberación de 02 se midió mediante su capacidad de reducir el ferricitocromo C<’87~,
Los neutrófilos aislados, se resuspendieron en tampón Krebs-Henseleit088~ (118,0 mM NaCí, 4,7
mM KCI, 1,2 mM KH
2PO4, 1,2 mM MgSO4, 25,0 mM NaHCO3, 2,5 mM CI2Ca, 5,0 mM
Glucosa; pH:7.4) en una concentración de s,io~ células/ml en presencLa de ferricitocromo C 2.25
M, incubándolos a 370 C durante 30 mm en presencia o ausencia de ET-1 (10’M), fMLP (10’7M)
o del éster de forbol, PMA (10’6M). La reacción se paré mediante centrifugación a 1000 rpm, 10
mm, a 4W. El 02 liberado por los neutrófilos se midió a 550 nm,
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1.1.4.- Medida de Liberación de B-glucuronidasa
Medimos la liberación de fl-glucuronidasa como medida de liberación de enzimas
lisosomales de los neutróf’ílos en respuesta a ET-1. Se midió utilizando ácido fenoftalein-13-
glucurónico como sustrato, el cual es hidrolizado por la B-glucuronidasa presente en la muestra
dando lugar a fenolftaleina, que se detecta mediante la medida de absorbancia a 540 ~~<‘89~,
Las células (5x10~ neutrófilos/mí) se estimularon con distintas concentraciones de ET-1
y 5 gg/ml de citocalasina 13 en tampón PSS-Ca2~. Una vez parada la reacción (40C y por
centrifugación a 12000 rpm, 5’ a 40C) se midió la il-glucuronidasa en el sobrenadante.
La reacción se llevó a cabo en un medio con 250 ¡xl de acetato sódico 0.1 M pH= 4.5;
200 pi de la muestra a medir (en este caso sobrenadante de neutrófilos) y SO pi de una solución
10 mM de ácido fenolftalein ¡3-glucurónico. Se agitó toda la mezcla. La reacción se incubé 4
horas a 370C con agitación en ausencia de luz, y se detuvo por la adición de 500 ¡tI de TCA 5%,
1.25 ml de una solución alcalina de Glicina (Glicina 0,217 M, NaCí 0.217 M, NaOH 12 ml 100%
w/l, pl-l:1O.7) y 750 ¡tI de 1-120. Tras una breve agitación se leyó la absorbancia de la mezcla
resultante a 540 nm en un espectrofotómetro 13-2000 de Hitachi.
1.1.5.— Polimerización <le filamentos <le F-actina
Se realizaron experimentos para estudiar la polimerización del filamento F-actina en
neutrófilos estimulados con el agente quimiotáctico fMLP o con ET-1. Para ello los neutrófilos
aislados (2x106/SOO ¡tI) se incubaron en tampón Krebs-Henseleit con 0.01% de albúmina bovina,
durante 30 mm y se estimularon con fMLP l0’7M ó ET-1 10’7M durante 45 segundos, tiempo
óptimo de polimerización de actina inducida por fMLP<190>.
Tras esta incubación los neutrófilos se fijaron con glutaraldeh ido al 1% (concentración
final), durante 15 minutos a 370C. Posteriormente se incubaron con lisofosfatidilcolina 100 ¡tg/ml
y con NI3D-Falacidina (Molecular Probes, Bugene, OR) 3.3x10’7M, 15 mm 250C, se
centrifugaron a 16000 g, 1 miii. Se recuperó el precipitado y se extrajo en 1 ml metanol, durante
1 hora con agitación y en la oscuridad, se centrifugaron otra vez a 16000 g 1 mm y se recuperó
el sobrenadante (metanol), en el cual se mide la intensidad de fluorescencia relativa en un
espectrofluorimetro LS-SO Perkin Elmer (excitación a 465 nm; emisión a 530 nm), en cubeta de
cuarzo. Los resultados se expresaron como incremento en la intensidad de fluorescencia relativa
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respecto al control.
1.1.6,- Incubaciones con L-arginina y antagonistas de la fonnacié¡i de NO.
Se efectuaron experimentos preincubando los neutrófilos durante 60 mm a 370 C con: a)
el aminoácido dador de NO, L-arginina 10”’M; b) con dos análogos de L-arginina que actúan
como antagonistas específicos y competitivos de la formación de NO, NW~Nitro~L~arginmna
(NwNLA) 10’4M y N0- mononietil-L-arginina (L-NMMA) 104M<~’9í> y e) con el isómero no
activo de la L-arginina, D-arginina 10’M.
En algunos casos, se realizaron experimentos de reversión del efecto de la L-arginina
mediante la coincubación de los neutrófilos con L-arginina 104M junto con L-NMMA 5x10’4M
o NwNLA SxlO4M durante 60 mm a 370C.
1.1.7.— Marcaje de neutréfilos con ~H]—L—arg¡nina
Los neutrófilos se incubaron en presencia de 1 ¡¿Ci de [3H]-L-argininay 10~ M de L-
arginina en tampón Hepes durante 60 minutos a 370C. Al cabo de los 60 minuntos, la
radioactividad no incorporada se eliminó lavando 3 veces las células con tampón Hepes (1000
rpm, 5 miii). Finalmente los neutrófilos se resuspendieron en tampón PSS-Ca24’.
1.1.8.— Determinación dcl contenido de CII]—L—citrulina
Se realizaron experimentos en Paralelo a los de la captación de L-arginina, de medida de
generación de NO mediante la transformación de [3H]-L-argininaen ~3H]-L-citrulina.Una vez
Usados los neutrófilos con metanol (5x106/ml) y tomada una alicuota para cuantificar la captación
de este aminoácido por los neutrófilos mediante contaje en contador beta (como se detallará
posteriormente), el sobrenadante restante se secó bajo atmósfera de N
2 a 37W. El extracto seco
se resuspendió en 20 mM Hepes/KOH pH 5.5, y se aplicó sobre una columna DOWEX AG5Ox8
(forma-Naj, eluydndose con H20 (fracción en la que aparece la L-citrulina) y con NaOH 0,5 N
(fracción en la que aparece la L-arginina). Las fracciones flH]-L-arginina y [3H]-L-citrulinase
cuantificaron mediante centelleo líquido.
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1.1.9.- Medida del GMPc
La concentración de GN4Pc en los neutrófilos se midió mediante un radioinrnunoensayo
comercial acetilado (Amersham>. La suspensión de neutrófilos (5x106 células/mí) se preincubó en
1 ml de tampón Krebs-1-Ienseleit que contenía el inhibidor de la fosfodiesterasa, enzima
responsable de la degradación del GMPc, 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX) 2 ¡tM, a 37W durante
1 miii. En algunos casos, los neutrófilos se preincubaron durante 1 hora con L-arginina 104M.
A continuación se añadió ET-i 10’7M, fMLP 107M o tampón continuándose la incubación durante
2 mm, La reacción se paró añadiéndose ácido tricloroacético frío (10% peso/volumen),
almacenándose las muestras a -200C hasta su extracción,
El GMPc formado se extrajo mediante tres lavados sucesivos con 4 volúmenes de eter
etílico y posterior evaporación bajo atmósfera de N
2 a 60W, guardándose las muestras
inmediatamente a -70
0C hasta el día en que se cuantificó mediante el kit comercial. Todas las
muestras se procesaron antes de 30 días de conservación y fueron descongeladas una sola vez,
inmediatamente antes de la medida. Muestras con cantidades conocidas de GMPc se sometieron
al mismo proceso, clemostrándose que el conjunto de procedimientos no causó deterioro del
GMPc, siendo la recuperación superior al 80%.
1.1.10.- Medida de la captación de flll]-L—arginina.
La captación de [3H]-L-argininase realizó en neutrófilos aislados y adheridos sobre placas
Petri durante 3 horas en una densidad de 10~ células/ml. Las células adheridas se lavaron 3 veces
con tampón PSS-Ca2~ y se incubaron en presencia de 1 ¡tCi/ml de ~H]-L-argininay 104M de L-
arginina en PSS-Ca2~ durante tiempos variables a 37W, La reacción se paró mediante aspiración
y rápido lavado del medio de incubación con PSS-Ca2~, Las células fueron extraídas con 1 ml de
metanol frío durante 30 mm, y tras centrifugación rápida (3000 g, 3 mm) una alicuota del
sobrenadante se analizó en un contador beta (Becknían) por centelleo liquido, Se realizaron
experimentos similares para determinar la Vníax y la Km mediante la utilización de distintas
concentraciones de L-arginina fría. Como posibles activadores de la captación de L-arginina por
el neutrófilo se utilizó un factor quimiotáctico para los neutrófilos, fMLP 10’7M o ET-1 1VM.
Con el fin de estudiar el posible papel de un transportador Na~-dependiente, se hicieron
experimentos sustituyendo al CINa por cloruro de colina en proporciones equimolares , con el fin
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de no interferir con la osmolaridad del tampón debida a la ausencia de la concentración fisiológica
de CINa (140 mM) en el medio extracelular.
1.1.11.- Marcaje dc neutréfilos con 51Cr
Los neutrófilos aislados se marcaron con 51Cr (New England Nuclear) para la posterior
realización de los experimentos de adhesión al endotelio, Los neutrófilos se incubaron con 2
¡tCi/106 células de Naj5Cr]0
4 durante 60 minutos a 37
0C. Transcurrido el periodo de
incubación, las células se lavaron 3 veces con tampón Hepes, resuspendiéndose finalmente en
tampón Krebs-Henseleit con 0.2% albúmina sérica bovina ~SA) a una densidad de 2,5 106
células/500 ¡tI.
1.2.- ESTUDIOS EN CUL’l’IVOS CELULARES
Se utilizaron cultivos en monocapa de células de endotelio vascular bovino, cultivos de
células endoteliales humanas obtenidas de la vena de cordones umbilicales y neutrófilos humanos.
En este estudio se analizó: a) El efecto de la ET-1 sobre la adhesión de los neutrófilos a las
células endoteliales en cultivo, b) Los mecanismos de adhesión, en particular las proteínas de
adhesión implicadas.
1.2.1.- Obtención y cultivo células endoteliales <le aorta bovina.
Las células endoteliales se aislaron de aorta de bovino según el método de Jaffe y cols<1§2>.
La aorta se cortó en segmentos de 20 cm de jongitud, limpiándola de tejido conectivo y ligando
las arterias intercostales, La superficie de la luz del vaso se lavé con tampón PBS (2,6 mM KO,
1,5 mM KH
2PO4, 137 mM NaCí, 8 mM NaH2PO4, 5.5 mM Glucosa; PH 7.4), que contenía
penicilina/estreptomicina (1000 1.11/mí), con el fin de eliminar las células de la sangre adheridas,
Posteriormente se cerró un extremo del segmento arterial, mediante clampaje, rellenándose el vaso
con una solución que contenía colagenasa Tipo II (Sigma) en concentración 0,5 mg/ml. Tras
cerrar el extremo opuesto, la arteria se incubé a 370 C durante 30 mm. Transcurrido ese tiempo,
la solución de colagenasa se lavé con RPMI 1640 que contenía suero de ternera fetal 10%, La
suspensión celular se centrifugó a 1800 rpm durante 10 minutos, sembrándose el precipitado
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1.2.2.— Adhesión de neuhéfilos a células endoteliales en cultivo.
Las células endoteliales confluentes, se lavaron dos veces con tampón Krebs-Henseleit con
0.2% USA pH 7.4, preincubándolas con 500 ¡tI de este mismo tampón durante 2 miii.
Posteriormente se añadieron los neutrófilos marcados con 5tCr ~2.5xl06células/500 ¡tI de Krebs-
Henseleit), en presencia o ausencia de los distintos agonistas (ET-1 104M, el péptido
quimiotáctico fMLP l0’M, el ester de forbol PMA 106M). Los dos tipos celulares se coincubaron
durante 30 mm a 37W, junto con los distintos agonistas. Los neutrófilos no adheridos al endotelio
sc lavaron mediante aspiración del sobrenadante y lavado por dos veces con tampón Krebs-
Henseleit. Las células endoteliales junto con los neutrófilos adheridos se usaron con 500 ¡tI de
NaOH SM. El número de neutrófilos adheridos se midió utilizando un contador gamma. Los
resultados se expresaron como número de neutrófilos adheridos por pocillo de células endoteliales.
Cada pocillo contenfa una media de 3,5x10’ células endoteliales, correspondiente a una media de
80 + 10 ¡tg de proteína.
Con el fin de individualizar la importancia relativa de los neutrófilos o de la célula
endotelial en la adhesión mediada por ET-l, se realizaron experimentos de adhesión sobre una
superficie plástica (Tissue culture dish 35x10 mm, Costar, Cambridge, MS, USA). Para analizar
la especificidad del efecto de la ET-1, se llevaron a cabo experimentos similares de adhesión en
presencia de otras hormonas vasoconstrictoras como vasopresina 10~7M o angiotensina II i0~7M.
1.2.3.- Medida (le cxl)resión cíe integrinas en el neutrófilo. Citoinetría de flujo.
Los anticuerpos monoclonales utilizados fueron: a) TS1/18 que reconoce el antígeno
común de la subunidad común 8 de las integrinas, CD18 (anti-CD18); b) TP1/32 y TSl/11, que
reconocen la cadena CD1 la (anti-LFA-1); e> Bear-1 que reconoce la cadena CD1 lb (anti-Mac-l);
d) HC1/l que reconoce la cadena COlle (anti-p150,95). Como anticuerpo no especifico que
sirvió de control negativo se utilizó el P3X63 (lgG
1) obtenido del sobrenadante de cultivo de
células de mieloma. Todos los anticuerpos frieron monoelonales de rata.
Para los experimentos de citometria de flujo, los neutrófilos fueron incubados con 10 pi
de los diferentes anticuerpos monoclonales (1x106 células/mí, 30 mm, 40C). Los neutrófilos se
lavaron 3 veces, para eliminar el anticuerpo no ligado, y se resuspendieron en 500 ¡tI de solución
deKrebs. Posteriormente se incubaron otra vez con 5 ¡tI de una dilución 1:40 de anticuerpo de
47
Materiales y Métodos
carnero antiratón IgG marcado con isocianato de fluoresceína (The binding site, Birmingham,
England), durante 30 mm adicionales, a 4W. Después de lavar, las células fueron suspendidas
en 200 pi de paraformaldehido al 1% en tampón 1-Tepes y guardadas a 40C. Sc realizaron
controles con células incubadas con el anticuerpo secundario solo o con un anticuerpo
inespecifico. Los análisis de citometria de flujo midieron la fluorescencia utilizando un citónietro
de flujo/clasificador EPICS (Coulter), con excitación a 480 nm y emisión a 520 nm. En cada
muestra se analizó un mínimo de 6000 células, Les datos se obtuvieron como histogramas de un
solo parámetro, graficando el logaritmo de la fluorescencia verde contra el número de células.
2.- ESTUDIOS IN VIVO
ANIMALES DE EXPERIMENTACION
Para los estudios “in vivo y con organos perfundidos se utilizaron conejos New Zealand,
macho con peso aproximado de 2,5-3 Kg procedentes del animalario de la Fundación Jiménez
Díaz. Estos animales íueron alimentados con dieta estandar y agua ‘ad libitum’.
2.1.- ESTUDIOS EN CORAZON AISLADO.
2.1.1.— Sistema <le perfusión
El procedimiento se realizó mediante una modificación del diseñado por Maack y cols<’93>.
Les órganos se mantuvieron perfundidos mediante inmersión dentro de un baño
siliconizado, oxigenado (02 95%, CO
2 5%) y termostatizado (37W) conteniendo solución de
Krebs-I-Ienseleit suplementada con 5 mM de glucosa y 5% de BSA libre de ácidos grasos.
El flujo hacia el órgano se realizó a través de una bomba de perfusión (Travenol) y la
presión cíe perfusión permaneció constante entre 90-110 mmHg durante todo el experimento,
controlados mediante polígrafo (Letica 2006).
Durante todo el experimento el baño y oxigenador se mantuvieron termostatizados,
mediante flujo continuo de agua a 37W en su doble pared, desde un bafio térmico (Selecta-Pacisa)
y controlada con termómetro (Frowi-FW21). El baño y el oxigenador de cristal fueron
siliconizados previamente a su utilización. Antes de iniciar el experimento, todos los circuitos
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fueron rellenados con el liquido de perfusión, que se mantuvo gaseado durante todo el periodo
experimental. El circuito de periusión (PVC-3 mm) se cambió cada tres experimentos y todos los
circuitos y reservorios f-ueron lavados después de ser utilizados. Se utilizó un filtro de 80 ¡tm,
intercalado en el circuito de perfusión, para evitar que, eventualmente, quedaran atrapados
agregados celulares en el órgano.
2.1.2.- Corazón aislado.
Los conejos fueron anestesiados con pentobarbital sódico (100 mg/Kg peso,
intaperitoneal). Se abrieron el tórax y el abdomen a través de incisión mediana toracoabdominal,
Los animales fueron anticoagulados con heparina sódica (100 U/Kg peso, iv.) mediante punción
de la cava inferior y se quitó el esternón y la porción ventral de las costillas para exponer el
corazón y los pulmones. Se canuló la aorta ascendente, con una cánula de teflón (1,2 mm/18G),
de forma que el extremo de la cánula se localizó inmediatamente por encima de la válvula aórtica,
iniciándose la perfusión con solución de Krebs~Henseleit<’94), y garantizándose de esta forma la
perfusión prioritaria de las coronarias. El corazón fue extraído rápidamente y sumergido dentro
de un baño siliconizado, oxigenado (02 95%, CO
2 5%) y termostatizado (370C) conteniendo
solución de Krebs-Henseleit suplementada con 5 mM de glucosa y 5% de BSA libre de ácidos
grasos<’95~.
Después de Lavar el órgano con tampón Krebs-Henseleit con el fin de remover la sangre
coronaria, se agregó una infusión de ET-l (0,027 ¡xg/min) administrándola durante 30 mm a la
velocidad de 0,3 mí/mm, Transcurridos 2 mm desde el comienzo de la infusión de ET-1, se
inyectaron Sx 106 neutrófllos marcados con 5tCr, suspendidos en tampón Krebs-Henseleit, en forma
de bolo. La solución de Krebs-Henseleit, la ET-1 y los neutréfilos marcados recircularon en el
sistema durante todo el resto del experimento. El ensayo se terminó mediante lavado de las células
no adheridas con tampón Krebs—l-lenseleit (pH 7,4, temperatura 370C), durante 5 mm.
Con el fin de determinar la implicación de las proteínas de adhesión integrinas en la
acumulación de neutrófilos inducida por la ET-1, se realizaron experimentos adicionales,
preincubando durante 10 mm los neutrófilos marcados con 51Cr con el anticuerpo monoclonal
TS1/18 y con un anticuerpo no especifico P3X63, utilizado como control negativo.
Los corazones se homogeneizaron en 6 ml de ácido tricloroacético (TCA) al 10%,
dividiéndose este volumen en tubos de poliestireno para su contaje en contador gamma. Una
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lámina fina de los corazones fue cortada con un microtomo para realizar ensayo autorradiográfico.
Para las autorradiogratias se utilizó película de rayos X Kodak XS (Eastman Kodak, Madrid), y
pantallas de intensificación SHX-GD-400 (Valca, Madrid), manteniéndose el corte del órgano
sobre la película durante 15 días, a -700C. El peso de las láminas fue tenido en cuenta en el
cálculo final de la acumulación de neutrófilos.
2.2.- ESTUDIOS EN ANIMAL ENTERO
El animal fue anestesiado mediante la administración intravenosa de Ketamina (10 mg/kg)-
xilazina (20 mg/Kg), siguiendo el protocolo de rutina del quirófano experimental de la Fundación
Jiménez Diaz.
Les animales fueron traqueostomizados y se ventilaron mecánicamente (Mmniature animal
ventilator Harvard, Edenbridge, Kent, England). Seguidamente, se les realizó toracotomia y se
expuso la aurícula izquierda por donde se infundió PBS de forma continua a la velocidad de 0,1
mí/mm a 370C, durante un periodo de cstabilización de 30 mm. Al final de este periodo, se
administré ET-1 QO27O ¡tg/min o PUS, por un periodo adicional de 30 min<’96>, Una vez
finalizado este segundo periodo, los animales fueron sacrificados mediante una dosis letal de
anestesia y el corazón fue lavado con 12 ml de solución salina (0.25 mí/mm) a 37W. Los
corazones se congelaron en nitrógeno liquido para la posterior determinación de la actividad
nileloperoxidasa. La presión arterial media se registré durante todo el experimento mediante un
catéter en la arteria femoral, conectado a un registrador de presión (Letica, Scientific Instruments,
Madrid).
2.2.1.- Medida de la actividad micloperoxidasa.
Para la medida de la actividad niieloperoxidasa, una vez terminado el protocolo
experimental “in vivo”, se extrajo el corazón rápidamente, almacenándolo en N
2 liquido hasta su
procesamiento. El método utilizado se basé en una modificación del utilizado por Weyrich y
cols<’
9~.
Después de pesar cada órgano, se homogenizé siguiendo tres pasos, el primero mecánico,
el segundo consistente en dos criofraeturas y el tercero mediante sonicación durante 20 seg. Se
utilizó como tampón durante todo el proceso de homogenización, una solución de 50 mM de
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fosfato potásico con 0,5% cíe bromuro de hexadeciltrimetilamonio (Sigma Chemical Co,, St,
Leuis, MO) a pH 6,0. Este último compuesto se empleó para evitar la interferencia en la
determinación de mieloperoxidasa que pudiera ocurrir por la acción peroxidásica del hemo u otras
ferroprotefnas. De este modo, este procedimiento alcanzó una alta especificidad para
mieloperoxidasa de origen leucocitario.
La suspensión se centrifugó a 3.000 rpm durante 20 mm. La actividad mieloperoxidasa
se midió en el sobrenadante, por colorimetría basada en la degradación de KO2. La
mieloperoxidasa fue medida espectrofotométricamente tomando 200 ¡tI de sobrenadante y
mezclándolos con 2,8 ml cíe tampón fosfato potásico 50 mM, que contenía 0,167 mg/ml de
dicloruro de o-dianisidina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) y 0,0005% de peróxido de
hidrógeno al 30% (Foret, Barcelona) a pH 6,0, El cambio de absorbancia a 460 nm se midió
durante 5 mm mediante un espectrofotómetro (13—2000, Hitachi).
Se definió una unidad cíe actividad de mieloperoxidasa como la cantidad de enzima que
degrada un gmol de peróxido por minuto, a 25
0C. Para correlacionar la actividad mieloperoxidasa
contenida en el órgano con el número de neutrófilos acumulados, se realizó una curva estándar
de actividad mieloperoxidasa con un ndmero de neutréfilos conocido.
2.2.2.- Adhesión dc neiitrófilos a segmentos arteriales de conejo
Los conejos fueron anestesiados con pentobarbital sódico (100 mg/Kg. peso,
intraperitoneal). Se realizó tóraco-laparotomía media con identificación de aorta y arterias renales
para su disección. Una vez extraídos los vasos se sumergieron en tampón PBS, a 40C y se retiró
el tejido conectivo perivascular. Después de limpios, se cortaron en segmentos de 1 cm de
longitud. Cada uno de los segmentos fue evertido con cuidado de no dañar la capa endotehial,
quedando esta expuesta hacia el exterior. Les extremos se ligaron con una sutura de seda 4-0 para
evitar el contacto de los neutrófilos con el interior del segmento (cara no endotelial). Una vez
cerrados, se incubaron en Krebs-Henseleit a 370C oxigenado con 95% 02 y 5% CO
2, en placas
de 24 pocillos, esperándose 60 miii para su estabilización, Transcurrido ese tiempo, los segmentos
se lavaron 2 veces con Krebs-Henseleit y se incubaron en presencia de neutrófilos marcados con
51Cr durante 30 miii, a 37W. Las incubaciones de los segmentos con neutrófilos se dividieron en
grupo control, grupo con ET-1 (107M) y grupo con el péptido quimiotáctico fMLP (10’7M). Al
finalizar el tiempo de coincubación, se eliminaron los neutrófilos no adheridos mediante lavados
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sucesivos con PSS-Ca2~. Los neutrófilos adheridos a los segmentos se cuantificaron en un
contador gamma.
Se llevaron a cabo experimentos adicionales de adhesión similares a los descritos
anteriormente, en presencia del anticuerpo monoclonal TS1/18. Como control negativo, se utilizó
el anticuerpo no específico P3X63.
3.- ANALISIS ESTADíSTICO
Todos los resultados se expresan como media j error estándar de la media (X j EEM).
Cada resultado corresponde a un mínimo de 7 experimentos en cada caso, excepto que sc
especifique otro valor. Cuando se compararon exclusivamente dos medias se utilizó el test de “t’
de Student, de forma emparejada o no emparejada, según cada caso. Cuando se trataba de
comparar varias distribuciones de valores, se utilizó un análisis de varianza de una entrada o un
análisis de varianza de doble entrada, seguido de una prueba de comparación múltiple de media
(Scheffé). En todos los casos, se consideró que existían diferencias estadisticamente significativas
si la p era menor de 0.05. Las pruebas estadísticas se efectuaron mediante los programas Stat
View (Brainpower mc, Calabasas, Ca) y Sigma (Horus, Madrid).
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- En la primera harte dc los experimentos de esta tesis se estudió el papel de la ET-1
como un posible activador de los neutrófilos, y la interacción entre ET-1 y NO, en la
regulación de la actividad de estas células.
1.- Activación dc los neutrófilos por ET-1
1.1.- Efecto de la ET-1 y el t’MLP sobre la concentración de calcio intracelular
([Ca2~]1) en neutréfilos aislados.
La ET-1 indujo un aumento transitorio de [Ca2~hen neutréfilos humanos aislados, Este
aumento siguió una respuesta dosis-dependiente (Figura 8) (EC
50 ET-1: 6x10”
0M). El aumento
en [Ca2~]Éinducido por la ET-l 107M fue similar en neutrófilos de rata y humanos (Á[Ca2~]m=
119 j 15 vs 165 ±61 nM). Este efecto se inhibid por TMB-8, un inhibidor de la liberación de
calcio desde los depósitos intracelulares (% inhibición del aumento de Ca2~ inducido por ET-1
con TMB-8 10’5M: 84.4 ±3.4; n3, pC .01). El aumento de [Ca2~]
1inducido por ET-1 también
fue inhibido cuando los neutrófilos se aislaron e incubaron có un medio libre de Ca
2~ que contenía
EGTA 2 mM. En presencia del agente quinilotáctico fMLP 1O7M se observé un pico de [Ca2~]
1
de características similares al inducido por ET-1, pero de mayor intensidad. El aumento en la
[Ca2~]1inducido por el fMLP tuvo un comportamiento similar a la de ET-1 en presencia de 37MB-
8 y ECTA.
Figura 8.- Dosis-respuesta del
aumento de la (Ca’~j, inducido por
ET-l en neutr4filos humanos. El
aumento en la [Ca’tI, se calculó
como incremento con respecto al
basal para cada experlinetifo
individual, Los resultados estd,t
representados como media ±EEU.
* representa p <.05 respecto al
basal. (n—3)
tfl
54
Resultados
Figura 9., 7lempo-respuesta del aumento
& la fC’a’~Ji inducido por EI’-1 1~7M ~)yjAILP ¡0’M ~%en neutrtlfllos humanos.
El momento en el que se añad/eron los
agonisras se indica con una flecha (u =9).
Para estudiar si~este efecto de la ET-1 sobre la [Ca2~]iestaba mediado por una proteína
del tipo Gi, se preincubaron los neutrófilos con toxina permssis 1 gg/ml, un inhibidor funcional
d~ la proteína Gi, durante 3 horas, observándose una disminución delpico de [Ca2t]iinducido
por ET-t y IMLP.
Posteriormente, con el objeto de estudiar qué tipo de receptor de ET-1 estaba involucrado
emi este incremento de [Ca2~]iinducido por ET-1, se preincubaron los neutréfilos con 13Q-123
10 ¡xM o IRL-1038 1 gM, antagonistas de los receptores ETA y ET~ respectivamente, durante 10
mm, y se estimularon con ET-1. Los resultados obtenidos parecen indicar que el tipo de receptor
de ET-1 que media predomninantemente este efecto es el de tipo A ya que al incubar los
neutrófilos con 13Q-123, se bloqueaba el incremento en la [Ca2~]inducido por ET-1 (ÁfCa2~]i:
47 + 5 nM)(n=9 p.CO.05). Sin embargo no podemos descartaría posible existencia del receptor
de tipo B de ET-1 ya que en algunos experimentos al bloquear con el BQ-123 hemos obtenido
aumento de Ca2~, al igual que cuando estimulabamos con ET-3 10’M o con el agonista específico
del receptor ET-13, IRL-1620 107M, lo que indicaría que este efecto está mediado por el receptor
2%; y al bloquear este receptor con el antagonista del ETC, [RL-1038,se bloqueé parcialmente
a
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el aumento en la [Ca2’ii. Para poder aclarar este aspecto posiblemente, necesitarianios utilizar
unos antagonistas de los receptores de ET-1 más específicos para el caso de los neutrófilos. Por
otra parte, la especificidad del antagonista del receptor de tipo U ha sido cuestionada<m93>.
Con el fin de eliminar la posible interferencia con la señal emitida por cl fura 2 por parte
de la agregación de los neutrófilos inducida por los distintos agonistas, se realizaron experimentos
adicionales en neutrófilos adheridos a discos de cristal, con lo cual estos neutrófilos no pueden
agregarse, siendo el aumento de [Ca’~]iinducido por ET-1 idéntico al observado en neutrófilos
en suspensión.
1.2.- Efecto dc la E’1’-1 sobre la liberación de O{por los neutrófilos.
Los neutrófilos generan anión superóxido cuando son expuestos a estímulos apropiados
o procesos patológicos. Esta liberación acompaña al denominado “respiratory burst” (<estallido
respiratorio”), característico d¿ la activación masiva dcl neutrófilo.
Corno se observa en la Figura 10, el activador dé la proteína quinasp C, PMA 1O~M y
el fMLP 104M indu%ron un aumento significativo de la liberación de 0~ en neutrófilos humanos
en suspensión. Este efecto no se observó cuando los neutrófilos se activaron con ET-1 1O71v1.
Figura 10.-Liberación de
Oj~ por neutrófilos humanos
en suspensión activados con
fldL?’, ¡‘MA o ET-1. Los
resultados estdn
representados como media
±EEM (n=5). e ¡‘<0.05 ___________
respecto a los neutrófilos
activados con ST-). ____________________________________________________________
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1.3.- Efecto de la ET-I. sobre la liberación de lI-Glucuromiidasa por los neutréfilos.
La liberación de enzimas lisosomales por el neutrófilo juega un papel fundamental tanto
en la digestiómi de los microorganismos fagocitados como en el daño tisular que se produce en la
inflamación y en procesos de isquemia-reperfusión. Medimos la liberación de ¡1-glucuronidasa
como marcador de la activación de los gránulos de los neutrófilos en respuesta a ET-1.
Como se observa en la Figura 11, en presencia de Citocalasina 8 (5 ¡¿g/ml preincubada
5 mm), la incubaciómi de los neutrófilos con ET-1 107M durante 30 mm indujo la liberación de
¡3-glucuronidasa. Un efecto similar al encontrado con la ET-1 se observó al activar los neutrófilos
con fMLP 10~7M durante 30 mm.
La liberación de B-glucuronidasa requiere Citocalasina 13 como preactivador ya que en su
ausencia no hay diferencias entre los neutrófilos en reposo (% Liberación respecto al total: 23%)
y los estimulados solo con ET-1 (% Liberación respecto al total: 25%).
40 -
<y
<uo y
30-- 1*
si
* Figura 11.- Liberaci¿5n
de f3-Glucuronidasa eno
~20 -. neutró/llos estimulados
con £7’.) ¡041 y jlvfL?
1 07M. Los neutrófilos
o, (5x1 06/ml) se
e preincuboron 5 mm con
‘cíO’
15 Citocalasina RS ~g/mly
si
se estimularon durante
-J 30 miii con JMLP o ST-
1. Los resultados se
o.
expresan como la media
±SRM (n=9,X*p<O.05
Al incubar los neutrófilos con BQ-123 e IRL-1038, para estudiar el receptor de ET que
mediaba este efecto, obtuvimos la misma variabilidad que en el caso del aumento de [Ca2ii.
Basal ET-l fMLP
5.7
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1.4.- Efecto de la ET-1 sobre la polimerización de los filamnentos de F-actina en los
nctmtréfilos.
Los cambios que se producen en la movilidad de los neutrófilos durante la quimiotaxis
están asociados a polimerización de los filamentos de actina, que se produce por un aumento en
el contenido de F-actina y una disminución de la 0-actina, Como se muestra en la Figura 12, El’-
1 indujo un aumento en la intensidad de fluorescencia relativa de la NBD-falacidina, que fue
máxima a los 45 segundos. El efecto de ET-l fue similar al producido por el agente quimiotáctico
IM LP.
Un dato adicional sugiere que la activación de la polimerización de F-actina inducido por
ET-1 en los netmtrófilos está mi~ediada predominanternente por el receptor ETA, ya que al bloquear
este receptor con el antagonista especifico BQ-123 10 t¿M, el efecto se inhibid CA % NEO-
falacidina unida respecto al control: BQ+ET-1: 7.1 ±1,9 %). Esta inhibición no ocurrió en el
caso en que se bloqueó el receptor de tipo 13 con el antagonista IRL-1038 1 gM (IRL-1038+ET-
1: 27.4±1.6%).Sin embargo, cuando se incubaron los neutrófilos con el IRL-1038 solo se
observó un cierto efecto agonista (A%NBD-falacidina unida respecto al control; 29 ±3%>, por
lo que, en forma similar a lo comentado en los experimentos de [Ca2~]~y ~-gIucuronidasa,no
podernos descartar la existencia del receptor de tipo El’
11 en el neutrófilo.
Figura 12.- C’ontenido en F-actina en
neutrófilos estimulados con ST-) y
JUL?. Los resultados representan el
% de Intensidad de fluorescencia
relativa de la NRD-Falacidina respecto
a los neutrófilos en condiciones
basales. Los resultados se expresan
como inedia ± EEM. * pCO.OS
respecw al control Ú¡ 9~.
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2.- Papel del sistema NO/GMPc en la activación del neutrófilos por ET-1.
2.1.- Efecto de los distintos mecanismos que generan NO/GMPc sobre el aumemfto de
calcio inducido por E’F—1 y otros mediadores.
En función de datos anteriores de nuestro y otros laboratorios se consideró la posibilidad
que el NO, por si mismo o a través de la formación de GMPc, pudiera influir en las
características del aumento de calcio citosólico inducido por ET-1 en los neutrófilos.
Se realizaron experimentos incubando los neutrófilos en medio con L-arginina 104M,
como precursor de la síntesis de NO.
Como se muestra en la Figura 13, el aumento de [Ca2~Linducido por ET-1 10’7M fue
inhibido cuando las células se preincubaron en presencia de L-arginina 104M. Esta inhibición fue
específica enantioméricamente, ya que no se observó cuando los neutrófilos se preincubaron con
D-Arg 10’4M. La preincubación con L-arginina 104M inhibió también el aumento en la [Ca2~]
1
inducido por fMLP i0
1M (Figura 14), indicando que no se trataba de un efecto especifico sobre
el mecanismo mediado por ET-1.
Con el fin de analizar la especificidad de los efectos de la L-arginina, se realizaron
experimentos adicionales en presencia de dos antagonistas competitivos de esta en la formación
de NO, NwNLA SxlO’M o L-NMMA 5x104M. Cuando los neutrófilos se incubaron con los
antagonistas cíe L-arginina, el aumento transitorio en la [Ca2~]
1inducido por ET-1 o fMLP no se
vió afectado (Figuras 13 y 14). El efecto inhibitorio de la L-arginina 104M sobre el aumento en
[Ca2~]
1inducido por ET-1 o fMLP fue revertido por L-NMMA Sxl&
4M pero no por NwNLA
5xl0~4M. La [Ca2~]
1basal (100 ±10.3 nM) no se vid afectada por la preincubación con U-
arginina o L-NMMA. En estos experimentos fuenecesaria una preincubacién de al menos 45 mm
para que se pudieran observar los efectos de la L-arginina o del L-NMMA.
El efecto inhibidor de la L-arginina en el aumento de la [Ca2~]~inducido por ET-1 se
revirtió mediante la coincubación de los neutrófilos con un inhibidor de la guanilato ciclasa
soluble, azul de metileno (MB) 10 ~M (128 ±13 nM), lo que sugiere que el efecto de la L-
arginina es dependiente del sistema NO/GMPc.
Con el fin de confirmar más directamente el papel del GMPc como regulador del aumento
de [Ca2~]
1Inducido por ET-1 o fMLP, se preincubaron los neutrófilos (10 mm) con 8-Br-GMPc
100 gM, el cual inhibió significativamente el incremento en la [Ca2~]1~A[Ca2~]1:33 ±7 nM con
8-Br-GMPc vs 160 ±13 con ET-1). También se observó una disminución de la [Ca2~Lbasal (87
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j 8 nM) en presencia de 8-Br-GMPc.
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FIgura 13.- Efecto de la L-
arginina, D-arglnlna, L-NMMA
y MvNLA en el aumento de ¡a
(Or’~J, fr4uckJA por£24. SiL-
M¶fMA SxIO1M pero no elMvNLA Lx) 0~¡4 r&rfleron el
efecto de la L-arginina. Los
resultados se expresan corno
Incremento en ¡a fCa”j, con
respecto al basaL Cada punto
representa ¡a media ±SRM de
5 experimentos. p<0.05 COtí
respecto al basal.*p<O.05 con
respecto a ST-).
Figura 14.- Efecto de la U
argi¡:ino, D-arginina, L-NMMA
y NívIVIA en el aumento de la
[Ca’tl, inducido porJMLP. El
L-NMMA Lxi09.1 pero no el
MiNLA Lxi (MM revirtieron el
efecto de la L-arginina. Los
resultados se apresan como
incremento en la fCa2tJ, con
respecto al Basal, Cada punto
representa ¡a media ±EEM de
5 experimen tos. p <0.05 con
respecto al basat*p<0.0S con
respecto aflíL?.
El efecto inhibidor de la L-arginina se detecté en un rango amplio de concentraciones,
incluso a concentraciones bajas de L-arg¡nina (inhibición con L-arginina 10 nM: 40.1 + 7.4%,
n=4, pCO.05).
Finalmente, para asegurar que el efecto de la L-arginina estaba mediado por NO, se
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estudió el papel del anión superoxido, ya que éste acelera el catabolismo del NO. Para ello se
realizaron experimentos en los que se utilizaron concentraciones bajas de L-arginina, viendo si
existía potei~ciación de la inhibición en presencia del scavenger de anión superóxido, superoxido
dismutasa (SOD 30 U/mí). En presencia de 500, la inhibición inducida por concentraciones bajas
de L-arginina se potenció (68.4 ±9%, n=4; pC 0.05 respecto a la inhibición obtenida con L-
arginina 10 nM).
Con objeto de impedir la degradación del GMPc, alguno de los experimentos de medida
de [Ca2~]¡fueron realizados en tampón PSS que contenía el inhibidor de la fosfodiesterasa IBMX
(2 mM). No se observaron cambios en el incremento de la [Ca2~]
1inducido por ET-1 y fMLP en
comparación con los resultados obtenidos en ausencia de IBMX (128 + 12 nM). Se observó una
pequeña disminución en el valor basal de LCa
2~t cuando se incubaron los neutrófilos con L-
arginina e IBMX (Basal: 90,2 1 2,7 nM).
- En la siguiente serie de experimentos se examninaron los níecanismnos de interacción
entre ET-1 y L-arginina/NO/GMPc en neutrófilos humanos. Estas interacciones seanalizaromi
a tres niveles diferentes: a) el efecto de ET-1 en el metabolismo de la L-arginina a L-
Citrulina. b) la influencia de la ET-1 en la producción de OMPe, e) Los zuecanismuos de la
captación de L-arginina en el neutrófilo y el erecto de la ET-1 en esta captación, incluyendo
la retroregímíación dc la captación de L-argimdna en neutrófilos estimulados y no estimulados,
muediante mnecamíismos dependientes de NO/GMPc.
2.2.- Metabolismo de la ~1l]-L-arginina.
Analizarnos la acumulación de [3H]-L-citrulinaa partir de [3H]-L-argininaen presencia o
ausencia de ET-1 1O’7M o fMLP 10’7M. La generación de [3HJ-L-citrulinadesde fH]-L-
arginina,en neutrófilos no estimulados, aumentó en una pequeña proporción desde 2 a 30 mm de
incubación (Tabla 7). La acumulación de [3HFL-citrulinase incrementé significativamente 30 mm
después de la adición de ET-1 o fMLP, con una disminución simultánea de los niveles de [3H]-L-
arginina (Tabla 7). Este efecto se revirtió cuando los neutrófilos se preincubaron con L-NMMA
SxlO4M (90.5±6%inhibición), indicamido que la conversión de [311]-L-argininaa [‘H]-L-citrulína
ocurrió vía NO.
Posteriormente, se consideró la hipótesis de que el factor tiempo y el contenido total de
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L-arginina en el neutrófilo tuviera un papel relevante en el metabolismo de este aminoácido a NO
y L-citrulina. Con este fin, se realizaron experimentos que, como se observa en la tabla 7,
revelaron que cuando los neutrófilos eran incubados en PSS con ~3H]-L-argininay L-arginina fria
100 gM por un periodo corto (2 mm) y activados con ET-1 o fMLP (2 mm), no se detectaba
ningúmi incremento en los niveles de [3H]-L-citrulina.Por el contrario, cuando los neutrófilos
fueron preincubados durante 30 mm y la ET-l o el fMLP se añadieron durante 2 mm, los niveles
de [311]-L-citrulinase incrememitaron sigmiificativamente (desde 46 ±9 hasta 239 + 18 nmol/5.106
células). Por lo tanto, existen diferencias significativas en la producción de L-citrulina inducida
por ET-1 en los neutrófilos, dependientes no tanto de la duración del efecto de la ET-1 como de
el tiempo de pre-incubación de la L-arginina.
Tnl)la 7. contenido cte /311j—L—arginina y /3HJ—L—citrulina en neutrófilos humanos estimulados o no con
JET-) )07M o/AlLÍ’ io’~i,i,
‘1’r,itii,ii ¡cnt o Ilení p<~ [~Jm].Trarglnma
(.míomls.10’ccls)
1,—oitruUna
(nmamls ,lO5ccIs)
I3nsmiI 2 miii
aon~uí
45 ±2
229±9
4 ±2
46±9
ET-1 2uni¿,
30 miii
45±2
129 ±32
4±2
190 ±32’
mT~iLm>
30 mlii
48±3
149 ±¡Y
4±3
172 ±48’
Los neutpdJiios <‘5x104 c¿lulasIpn~ se incubaron con en PSS-ca24 contepilendo L-arginina (100 ~A1,>y 1 ~ci/n:l
/3ft/-L-argi,¡ina e,: presencia o ausencia cte JET-) yJZí4LP. El contenido en fui -L-argitsMo y tHJ-L-citsulina de
los neutr¿5fllos ILvados se cuantWcó mediante cromatogrq/Ta de intercambio iónico. Esta tabla representa los
datos obtenidos mediante cronsatografla de intercambio ióp,ico. Los resultados se representan como inedia 1
EJEM. * p <0.05 cots respecto al basal correspondiente <‘¡¡=6.).
2.3.- Efecto de la ET-1 sobre la formación de GMPc en neutrót’ilos aislados
Como se muestra en la Tabla 8, la ET-1 no indujo cambios en los niveles basales de
OMPe sobre los neutrófilos que previamente no hablan sido incubados con L-arginina. En
presencia de L-arginina 10~4M, la ET-1 107M indujo un aumento significativo en la producción
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de GMPc en neutrófilos aislados. Un efecto similar se observó cuando los neutrófilos se activaron
con fMLP 107M (GMPc basal: 112±2fmol/5.106 células; GMPc en presencia de L-arginina 10’
4M±fMLP 10’7M: 223±7fmol/5.106 células. p< 0.01). La L-arginina, per se, aumentó
significativamente los niveles basales de GMPc. El incremento en el GMPc inducido por la ET-1
en neutrófilos preincubados con L-arginina fue inhibido por: la coincubación con el antagonista
de la L-arginina, L-NMMA 5x10~4M, y por el inhibidor de la guanilato ciclasa soluble, azul de
metileno 10 ~xg(Tabla 8), lo que sugiere un papel critico de la secuencia NO/Cuanilato Ciclasa
soluble, El incremento en los niveles de GMPc inducido por nitroprusiato sódico (NPS lOgM)
no se modificó cuando se incubó junto con ET-1 o L-arginina por lo que se descarta una acción
directa sobre la actividad de la guanilato ciclasa.
Tabla 8.- Niveles de cAlPe (OnoliS. 109 en neutrófilos humaisos activados cops £2’-) 1(PM. Los neutró/Ylos
jkeron preincubados en presencia o ausepícia de L-arginina 1 09w, LP/AlMA 5x1 (MM durante 45 fsm, y MB 10
o NPS 10 ~tMdurcuste 10 pnin, antes de apladir la JET-). Todos las pnedidas se realizapopí en preseiscia de
IBMX 2 ppíM. Los resultados se presepsta¡s corno medias±EEM, ~p< 0,05 con respecto al basal; ~p < 0.05 cop:
¡aspecto a L-arginina ~s= 7~.
Ya que la actividad de la NOS constitutiva es dependiente de Ca2+~calmodulina, y segón
los experimentos previos, la ausencia de calcio extracelular inhibió el incremento de la [Ca2+]í
inducido por ET-1, se realizaron experimentos en medio sin Ca2~ conteniendo EOTA 2 mM, para
estudiar el posible papel del Ca2~ en la producción de OMPe. La ausencia de Ca2” extracelular
no afecté los niveles basales de GMPc en los neutrófilos (126 ±16 vs 120,3 ±18 fmol/5,106
células en presencia o ausencia de Ca2” respectivamente; n3 cada grupo, pNS). Sin embargo,
se observó una disminución significativa en los niveles de GMPc, en ausencia de Ca2~ extracelular
en los neutrófilos incubados con L-arginina y estimulados con ET-1 (OMPe: 253 ±19 ó 188 ±
16 fmol/5. l0~ células en presencia o ausencia de Ca2” extracelular respectivamente, n4 cada
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grimpo, p’ZO.OS).
2.4.- Efecto de la ET-l sobre la captacióm de L-arginina en neutréfilos aislados y
células emidoteliales.
Como se observa en la Figura 15, el flujo de [311]-L-argininaen el neutrófilo siguió una
cinética tiempo-dependiente, siendo lineal hasta aproximadamente el minuto 30 y alcanzándose
la máxima incorporación aproximadamente entre los 30-40 mm.
La célula endotelial tiene una alta capacidad de producir NO, por lo que estudiamos
también en la célula endotelial la cinética de captación de la L-arginina para comparar con la
cimiética encontrada en los neutrófilos. En las células endoteliales, el flujo de [3H]-L-arginina
siguió también una cinética tiempo-dependiente alcanzándose la máxima incorporación a los 45-60
mm (datos no mostrados),
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La captación de la L-arginlna, en los neutrófilos siguió una cinética de Michaelis-Menten,
en la cual el flujo de L-arginina está definido por un flujo máximo (Vmax) y por una constante
de disociación aparente (Km). El flujo de captación del aminoácido (\O se obtiene mediante la
O lO 20 30 40 50 60 70
Tiempo (mm)
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ecuación
y Vmax (C,/(C, + Km))
donde C, es la concentración de L-arginina en el medio extracelular.
En los neutrófilos se identificaron dos componentes, uno Na~-dependiente y otro Na+
independiente, ya que en ausencia de Na~ en el medio de incubación la captación de L-arginina
se vió parcialmente inhibida. Por el contrario, en otras células capaces también de generar NO,
como es la célula endotelial, la no presencia de Na+ en el medio de incubación no afectó el
transporte de L-arginina, por lo que debe deducirse que disponen solamente de un transportador
Na~-imidependiente.
jiComo se muestra en la Figura 16A , la captación de L-arginina por los neutrófilos tuvo
una Vmax de 0,11 t 0.02 pmol/min/mg de proteína y una Km de 1454 ±160 pM. En un medio
libre de Na~, la Vmax tendió adisminuir (Vmax: 0,059 + 0,01 ~¿M/min/mgde proteína, p<O.05
con respecto al medio con Na’j, y no se encontraron cambios en la Km (1635 ±200 gM, no
significativo respecto al medio con Na”)(Figura 16B).
Está ampliamente demostrado que el ciclo del glutation puede modificar el transporte de
algunos aminoácidos en las células<’9% Por ello, en estudios adicionales se examinó la posible
implicación del glutation como transportador de L-arginina en los neutrófilos mediante el ciclo
de ‘y-glutamil. Para ello se preincubaron los neutrófilos (15 miii y 4 h) en presencia de
butionimisulfoximina (ESO 0,1 mM), inhibidor irreversible de la enzima y—glutamilcisteina 2
sintetasa, responsable de la síntesis de glutation. El ESO no modificó la captación de L-arginina 1<
½
en los neutrófilos (Vmax, Basal: 0,13 ±0,03, ESO 15 mm: 0.12 ±0.09, ESO 4h: 0.14 + 0,05
pmol/rng cíe protelna)(n=5), pudiéndose por lo tanto deducirse su independencia de mecanismos ~1
que involucren al glutation.
Bajo las condiciones anteriormente memiclonadas, la presencia de ET-1 107M o de fMLP
10’1M no mi~odificó la cinética de captación Na”-dependiente o Na”independiente de la L-arg¡nina
en los neutrófilos. Estos resultados sugieren que el incremento en la producción de UMPe
inducido por BT-1 en los neutrófilos no es debido a un aumento en la captación de L-arginina.
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Figura 16.- Transporte de L-arginina concentracióps—dependie~ite en pseutróflloshumatsos. Neutr4/ilos (5.IdInul)
se it>cubaron 30 pp¡ ip>, 37W en PSS-Ca2~ con d(fepepstes con centracioPses de L-argitsina <‘10-1000 gM’,)y 1 pCi/iniL-tH]a,gipuina (A). Se realizaron experimeistos adicionales reensplazando NaCí por cloruro de col/psa a
concentraciones equinmolares en el íapnpón PSS,Ca¡+ (B»Los insets sois upsa representación doble-recíproca del
transporte de L-arginina con Pla’ (A) y sin No’ (fi,]. p’C 0.01 dfferencia epstre las curvas (¡¡=9).
Para estudiar si existía un mecanismo retroregulador dependiente de producto final en la
captación de L-arginina, se preincubaron los neutrófilos en presencia del antagonista de L-
arginina, L-NMMA (SxlO’4M, 45min) u 8-Br-GMPc (100 yM, 10 mm),
Cuando se realizaron experimentos con L-NMMA en el medio de incubación se lavaron
los neutrófilos con PSS, al finalizar la incubación de 45 mm, para evitar el efecto competitivo por
el transportador de membrana entre el L-NMMA y la L-arginina extracelulares, asegurando así
que el efecto del L-NMMA sea debido a su acción sobre la NOS.
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La cinética de captación de L-arginina por los neutrófilos no se modificó en presencia de
L-NMMA (Tabla 9). Sin embargo, cuando los experimentos se hicieron en presencia de ET-1,
la Km disminuyó significativamente, indicando que cuando se inhibe la formación de NO por el
neutrófilo, la ET-1 aumenta la afinidad de la L-arginina por su transportador.
Tabla 9.- Valores de Km y Vma.x en la cinética de captaciótí de L-argipsina en los )IeutróJUos,
Km (pM) Vmax
(~tmolIrnInI,iig proteúia)
Bmisal
ET-1
IrNMMA
L-NMMA+ET-1
m564 ±¡60
1532 ±128
1560±¡65
¡58 ±25”
omí ±0.02
0.14 ±o.om
0.12 ±0.02
0.19 ±0.04
Los neutrófilos se prei~scubaron en presepscia deS. 1W’ A>4L-NMMA, 45 pdn, y 8-fir-GMPc 100 ¡¿U, 10 puis> antes
de consenzar la captación de /311/-L-argin¡na. Los resultados se presentan copilo tnediasjJE. Edil; p <0,05
respecto a L-NMMA sola, & p<O,0S respecto a el basal (n~6J.
Con el fin de analizar si el transportador de L-argimíina podía regularse por el GMPc que,
como ya hemos explicado anteriormente, es el mensajero celular de la mayoría de las acciones
del NO, se realizaron experimentos adicionales de captación de L-arginina en neutrófilos
inctmbados con el analogo estructural del GMPc, 8-Er-OMPe, Cuando los neutrófilos se incubaron
en presencia de 8-Br-GMPc no se produjeron cambios en la Vmax ni en la Km (Km: 1520±193
t¿M; Vmax: 0.12±0,03~mol/min/mgproteína).
3.- Efecto de la E1’-1 sobre la adhesión de neutrófilos al endototelio vascular.
La interacción de los neutrófilos circulantes con el endotelio es un fenómeno critico
cmi varios procesos patológicos comno isquemia ¡nioctirdica y renal, y procesos inflamatorios
cmi los cuales tamnbien se han observado niveles elevados de ET-1 en plasma o en los que
pueden ocurrir elevaciones locales de la concentración de ET-1. Según los resultados
descritos, que muestran que la ET-1 estimula varios mecanismos de activación en los
neutról’ilos; en la segunda parte de esta tesis analizamos los efectos de la ET-1 sobre la
adhesión de los neutréfilos a las células endoteliales en cultivo y sobre la acumulación de
neutrófilos cmi el corazón.
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3.1.- Efecto de la E1’-1 sobre la adhesiómi de neimtrófilos a células emidoteliales cmi
cimítivo.
Como se observa en las Figuras 17 y 18, la ET-1 101M estiniuló la adhesión de
neutrófilos humanos marcados con smCr a células endoteliales bovinas en cultivo, Esta activación
en la adhesión de los micutrófilos inducida por ET-1 fue equivalente a la inducida por el factor
quimiotáctico, fMLP 107M y menor que la inducida por el éster de forbol, PMA 106M, que
tmtilizamos como control positivo (Figura 18). Un aumento de la adhesión de los neutrófilos
también se observó utilizando 108M y 109M de ET-1 (A de la adhesión de smCr~neutrófilos:
9.06x104 ±8.1x103 y 7.13x104 ±5.7x103 neutrófilos/pocillo). ET-1 lomoMo dosis menores no
indujeron un aumento consistente en la adhesión de neutrófilos (5.23x10’ j 4.6x104
neutrófilos/pocillo pNS).
Con el fin de analizar si el efecto de la ET-1 en el fenómeo de adhesión era sobre los
propios neutrófilos o sobre las células endoteliales, se realizaron experimentos de adhesión de
neutrófilos a superficies sintéticas. La ET-1 activó la adhesión de los neutrófilos sobre las
‘1
simperficies sintéticas, confirmando el efecto directo de la ET-1 sobre el neutrófilo (A en la
adhesión de smCr~neutrófilos 1 .94x105 ±1 .2x104 neutrófilos/pocillo, n = 6 p <.01). No se observó
umi incremento significativo de la adhesión cuando fueron las células endoteliales solas las que se
incubaron con ET-1 107M, 10 minutos CAen la adhesión de neutrófilos: 27000 neutrófilos/po-
cilio, n=9, pNS). No se realizaron experimentos preincubando a los neutrófilos con ET-1 107M
ya que la ET-1 indujo agregación de los neutrófilos(WO>, lo que dificultaba la interpretación de los 4>
resultados.
También se observó un efecto significativo en la adhesión de neutrófilos humanos a células ‘/4)
4-4endoteliales de cordón umbilical humano (A en la adhesión de neutrófilos: 1,2x105 ±1x104
mieutrófilos/pocillo, n=5 p <0.01), descartando así un posible efecto inespecífico debido a la
heterogeneidad de las especies. Para demostrar más la especificidad del efecto de la ET-1, en
experimentos posteriores realizados in vivo, se observó que la ET-1 indujo la acumulación de
neutrófilos de conejo en corazón aislado de conejo. Asimismo, no se observaron cambios en la
adhesión de neutrófilos inducida por otros agentes vasoconstrictores como la Angiotensina II (Ang
ti
II, 107M)(Aen la adhesión de neutrófilos: 1.83x101 ±3.2x103 neutrófilos por pocillo, p NS) o
la arginina vasopresina (AVP 10~M)(6.77x103 ~ 1.8x103 neutrófilos por pocillo> p NS) lo que
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indica que cl efecto adhesivo es especifico para la ET-l.
Figura 17.- Adhesió,s de nesarófilos
a células e,sdotelia les. Neutr4filos
activados con JET-) 1O’M, JMLP
i&M o ¡‘MA )04k1, Los resultados
están representados conso inedia ±
EJEM (n=8). • pCO.OS con
respecto al basal. La adhesión
basal fue: 297± sao’
neutrófilos/pocillo después de 30
¡¡¡¡pi de incubación.
3.2.- Caracterizacióm de la adhesión indtmcida por ItT-1 desde el punto de vista de las
l)roteímlas cíe adhesión.
La posible implicación del complejo CDI l/CDLS en la estimulación de los neutrófilos con
ET-1 se cstudió mediante la preincubación de estos con un anticuerpo monoclonal específico
(TSL/18), contra la subunidad común 13. Como se muestra en -la Figura 19, la adhesión mediada
por ET-1 se bloqucó en presencia del anticuerpo contra la cadena 13 del complejo de integrinas.
El anticuerpo TS1/18 también redujo la adhesión basal de neutrófilos al endotelio, probablemente
debido a la presencia de un cierto grado de activación no específica que ocurrió durante el
procedimiento de aislamiento. La preincubación de los neutrótilos con una inmunoglobulina no
específica, P3X63, no tuvo efecto en la adhesión de los neutrófilos inducida por ET-1 (%
inhibición: 2 j 1,4, pNS). Una vez que se identificó en los experimentos anteriores que el
complejo CDl 1/CD1S era un mediador importante en la adhesión de neutrófilos mediada por ET-
1, examinamos que posibles subunidades a. podían estar involucradas en este proceso. Como se
muestra en la Figura , se observó una inhibición significativa de la adhesión de los neutrófilps a
la célula endotelial con anticuerpos monoclonales anti-CDLIá, anti-CDILb y anti-CD11c. La
inhibición inducida por anti-CDIIa, ariti-CDI1b y anti-CDllc fue parcial.
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La inhibición por TS1/18 ftme casi completa (80-90%), sugiriendo que todos CUhla/COiS,
CD1Lb/CD18 yCDllc/CD18 tienen una función en la adhesión de los neutrófilos mediada por
ET-I. Este aspecto se confirmó por la observación de que una mezcla de anticuerpos
monoclonales contra LFA-1, Mac-1 y plSO,95 tuvieron un efecto inhibitorio aditivo sobre la
adhesión (Figura 19).
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Figura 19.- Caracíepizacióps de la adisesiáis inducida por ET-1 asediante azstJcuerpos nsopsoclonales copstra las
glicoproteinasde adhesión, ap¡ti-c’DIIaIG’DIB(TPI/32yTSI/11»azsti-G’Dhlb/C’D18<’Bear-1),and&Dllc/cDl8
(IICIIJ), y ami- C’DJB (151/18,]. Los resultados están representados como media ±EEM <‘n8,]. •p<.0S con
respecto al basal.
El análisis de la citometria de flujo demostró que la ET-1 (n4) inerementó la expresión
de la subunidad 13 de Jas integrinas, CD1B, en un grado similar que el inducido por fMLP (Figura
20 A). Se observó un aumento en la expresión de CD11b en presencia de ET-1 (Figura 20 E),
mientras que no hubo un efecto significativo de la ET-1 sobre la expresión en la superficie del
neutrófilo de CD1Ia y CDIlc (datos no mostrados),
En neutrófilos estimulados con el éster de forbol, PMA, aumentó tanto la expresión de
Mac-1 como de LFA-1 (datos no mostrados).
*
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Figum’a 20.- A, Expresión del apst(geno C’fl18 ci> la superficie de neutrófilos controles (1)> activados cops ET-1
jo’ M (2), o con JUL? <‘3). La Figura representa tus trazado real de ups experimento típico. fi, Expresión del
apst(geno C’Dllb/c’DlSezs la superficie de ,seutrófilos controles (1), estimulados cops ET-1 10’M<’2> oJMLP10’
M. La Figura representa un trazado real de un experimento típico.
3.3.- Efecto <le la ET-1 sobre la adhesión de neutréfilos a corazón aislado.
La infusión constante de ET-1 (0.027 gg/min) aumentó la acumulación de neutrófilos de
conejo en el corazón aislado y perfundido de conejo (acumulación de neutrófilos no estimulados:
1.5x106 ±L6x105 neutrófilos; neutrófilos estimulados con ET-1: 4.2x10d ±3.8x105 neutrófilos;
n=5, p <.01) (Figura 21). No se observaron cambios en la presión de perfusión coronaria cuando
se administró esta dosis de ET4 (presión de perfusión: 100 ±21 y 104 + 26 mm HG en
ausencia y presencia de ET-1, respectivamente, p NS).
Para descartar un posible efecto inespecifico de atrapamiento de los neutrófilos inducido
por el efecto vasoconstrictor de la ET-1, se realizaron dos experimentos: 1) Se incubaron los
neutrófilos con un amnicuerpo monoclonal, ‘PSI/lS, contra el antígeno CDIS común de las ~2
integrinas expresadas en la superficie del neutrófilo implicados en los procesos de adhesión, 10
minutos antes y durante la infusion de ET-1 en la circulación. TS1/18 inhibió la acumulación de
neutrófilos inducida por ET-1 (65 ±15% de inhibición, pcZ,Ol), lo que sugiere un papel del
complejo CD1I/CD18 en este efecto. No se encontró inhibición cuando los neutrófilos se
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Figura 23.- Actividad de
rnieloperoxidasa (Ue/gr tqido,) en
corazones de conejo aislados y
sometidos a una itfusión intracardiaca
de ET-1 (0,027 ~¿g/,ninJó vehículo.
*p<O.00I en relación al control Ú~=9Y
3.5.- Adhesidm de neutrcSfilos a segmentos arteriales.
El objetivo de este Ultimo grupo de experimentos fue examinar el papel de la ET-1 como
estimulante de la adhesión de neutrófilos a la superficie endotelial de vasos aislados, Para ello,
y antes de realizar los experimentos, los vasos arteriales se dispusieron de tal forma que se
mostrara en la superficie externa, la capa endotelial.
La ET-1 10’M estimuló la adhesión de 5mCr-neutrófllos a la aorta, arterias renales y
femnorales aisladas de conejo, La adhesión inducida por ET-1 fue equivalente a la mediada por el
péptido quimiotéctico, tMLP 1&7M.
La implicación del complejo CDI l/CDIB en la adhesión de neutrófilos estimulada con ET-
1 se examimió utilizando, al Igual que en los experimentos de órganos perfundidos, el anticuerpo
monoclonal contra el antígeno ODiS, ‘¡51/18. Al bloquear la cadena 13 del complejo CD11/CD1S
se inhibió completamente la estimulación de la adhesión de los neutrófilos mediada por la ET-t.
El mismo resultado se obtuvo con el fMLP. La presencia del anticuerpo no específico, P3X63,
no modificó la adhesión inducida por la ET-1 o fMLP.
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Figura 24: Adhesión de “cr-
neutró,/ilos a segmentos arteriales
aislados, en presencia o ausencia
de ET-1, JUL?, ET-1 +iSJilS,
JMLP-t-TS1/18, ET-1 +PSXÓS,
fA’ILP+?3X63.*p<0,001 respecto
a ET-1; * p<O,0O1 respecto a
jMLP.
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Esta tesis comitiene una serie de hallazgos originales de importancia potencial en procesos
fisiopatológicos en los qime existe una interacción entre el endotelio vascular y los neutrófilos. En
una primera serie de experimentos analizamos si un péptido vasoactivo, la ET-1, era capaz de
activar a los neutrófilos y la regulación de esta actividad inducida por ET-1 mediante el sistema
NO/GMPc.
Existen diversas pruebas qtme muestran la existencia de una interacción entre ET-1 y NO
a varios niveles. Así, distintos activadores de la guanilato ciclasa (soluble-y particulada) como son
NO y ANF (Factor natriurético atrial) causan una relajación potente durante la contracción
inducida por ET-1 en vasos aislados, lo que sugiere un antagonismo funcional entre el NO y la
ET-1. Por otro lado se ha demostrado que el NO puede ser un inhibidor de la estimulación de la
liberación de ET-I, ya que tina elevada producción endotelial de NO actúa como un mecanismo
regulador negativo de la producción de ET-1. Un tercer nivel de interacción sería aquel mediante
el cual al activarse receptores de ET-1 en las células endoteliales, se produce la liberación de
prostaciclina, EDRE/NO y EDI-IF (Factor hiperpolarizante derivado del endotelio). Este último
mecanismo actuada como un sistema de control en situaciones en las que se encuentran niveles
elevados de ET-i, en las que la liberación de NO disminuirla no solo la producción de ET-1 sino
también su actividad vasoconstrictora. Como ya hemos indicado en la introducción de esta tesis,
la ET-1 no sólo influye en el tono vascular sino que también se han encontrado niveles elevados
de ET-1 en procesos de inflamación y en los procesos de isquemía-reperfusión de diversos
órganos como el riñón o el miocardio. Ademas, es bien conocida la implicación que tienen los
neutrófilos en el daño tisular producido durante estos estados patológicos y la regulación de éstos
mediante el NO.
1.- La ET-1 activa a los netmtrótiilos humanos.
Los resultados obtenidos en este primer grupo de estudios demuestran: 1) que el péptido
vasoactivo ET-1 es capaz de activar a los neutrófilos, induciendo: a) un aumento transitorio de
[Ca2~],;b) polimerización de los filamentos de F-actina; e) liberación de 8-glucuronidasa. Sin
embargo, la E1’-1 no fue capaz de inducir la liberación de radical superóxido por los neutréfilos,
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Existe un solo trabajo previo en la literatura que demuestre cómo la ET-1 puede actuar
sobre el neutrófilo~’~’>. En este trabajo se demuestra que la ET-1 potencia la producción de lón
superóxido inducida por fMLP, un potente agente quimiotáctico de los neutrófilos. Sin embargo,
los autores no encontraron cambios cmi el [Ca2+]<en netmtrófilos tratados solamente con ET-1.
La diferencia en el aumento transitorio de Ca2+ encontrado por nosotros y los obtenidos
por Ishida y cois puede atribuirse al diferente grado de repleción de Ca2~ en los depósitos
celulares en las dos preparaciones experimentales. En este sentido, hay que considerar que durante
el proceso de extracción de los neutrófilos, se utilizan medios que no contienen calcio para así
dismninuir su grado de activación previo al estudio. En nuestros experimentos, con el fin de
obtemíer nuevamemíte una situación lo más fisiológica posible, replecionarnos de nuevos los
neutrófilos de este ión mediante una preincubación de 30 minutos en un medio fisiológico que
contiene una concemítración de calcio de 2 mM. Sin embargo, en los experimentos realizados por
Ishida y cois, no se siguió este mnismo procedimiento.
El efecto poco duradero en los cambios en la [Ca2~]inducido por ET-1 puede ser debido
a que la ET-1 produce umia rápida agregación de los neutrófilos<2~>. Para confirmar esta hipótesis,
se realizaron nuevos experimentos utilizando neutrófilos adheridos a cristal, En este grupo de
ensayos, observamos como en los neutrófilos adheridos la forma de los cambios en el [Ca2~]i
inducida por la E1’-1 era diferente que la obtenida con neutrófilos en suspensión, siendo más
dtmradero el aumemíto de Ca2~ en los neutrófilos adheridos a cristal.
El hecho de que el aumento transitorio en [Ca2+Linducido por ET-1 se inhibió no solo
por el bloqueo de la salida de Ca2~ desde los depósitos celulares mediante TMB-8, sino también
en un medio libre de Ca2~ que contenía EGTA, sugiere que la entrada de Ca2~ desde el medio
extracelular es necesaria para activar el mecanismo de liberación desde los orgánulos subcelulares
ó que emí presencia de ECTA se produce una rápida depleción de los depósitos intracelulares de
Ca2F.
Emí trabajos posteriores se dan datos controvertidos sobre la acción de la ET-1 en la
actividad no sólo de los neutrófilos sino también de otros tipos de células sanguíneas como los
macrofagos y monocitos. Existen varías publicaciones c-on distintas interpretaciones sobre el efecto
de la ET-1 sobre la producción de Iones superóxido por los neutrófilos<2Om2ú22Ol[7’4~ Otros autores
discrepan sobre el efecto de la ET-1 en la quimiotaxis de los nionocitos<’74”76~, y recientemente
se ha publicado un articulo que demuestra el efecto de la ET-1 en la migración de los
neutrófilos<20’1>. Las diferentes condiciones experimentales que utiliza cada grupo, pueden justificar
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estas discrepancias.
Es imiteresante observar que nuestros resultados sobre la liberación de 02’ por los
neutrófilos estimulados con ET-1, al igual que los obtenidos por Ishida y cols(tM), demuestran que
la ET-l no aumenta per se el 02, mientras que sí provoca fenómenos como la liberación de una
emízima degradativa de la matriz extracelular, la B-Glucuronidasa, y la polimerización de la actina,
necesaria para la movilidad transvascular y la agregación del neutrófilo. En su conjunto, estos
datos sugieren que la ET-1 produce solo una activación parcial de los neutrófilos, dirigida sobre
todo a manifestar sus propiedades adhesivas, agregantes y de motilidad sin provocar una reacción
masiva de los mismos.
El efecto inmediato qime la E1’-1 provoca sobre la polimerización de los filamentos de
actina, es mtmy importante ya que para que un factor quimiotáctico o un ester de forbol inicie su
respuesta biológica en los neutrófilos, entre las que se encuentran cambios en la morfología,
formación de pseudópodos, movilidad celular y fagocitosis, se requiere una reorganización de los
microfilamentos que componen el citoesqueleto, constituidos principalmente por actina<205>,
En los experimentos destinados a estudiar el tipo de receptor de ET-1 que media estos
efectos de la ET-l sobre los neutrófilos no hemos obtenido resultados que permitan definir de
forma expresa qué tipo de receptor de ET-1 expresan los neutrófilos. Existen estudios que
demuestran que el receptor que existe en los monocitos y macrófagos es del tipo ETA. Nuestros
resultados, indican que el tipo mayoritario de receptor de ET-1 en el neutrófilo seria del tipo ETA,
ya que los efectos inducidos por la ET-l en los neutrófilos se bloquearon mediante incubación de
éstos comí 13Q-123, un antagomíista selectivo de los receptores de tipo ET-A. Sin embargo no
podemos descartar la existencia de receptor de tipo B de la ET-1 en los neutrófilos ya que también
en alguno cíe los experimentos el antagonista del receptor B bloqued el efecto de la ET-1; o en
algunos de los casos al bloquear con BQ-123 el receptor A, la ET-1 produjo un efecto que debía
estar mediado por el tipo 13. Esta variabilidad de resultados pued9 ser debida a que los
antagonistas disponibles no sean muy específicos para el tipo de receptores presente en los
neutrófilos.
Recientemente se ha publicado un estudio en el que los autores concluyen que el tipo de
receptor de ET-1 cmi los neutrófilos es del tipo ETA, ya que un bolo intravenoso de ET-1 produce
efectos inflamatorios y neutropenia que se bloquean mediante un antagonista selectivo de los
receptores ETA, FR 139317. El agonista selectivo del receptor ETB, IRL 1620, también produjo
neutropenla pero en menor medida que la ET~1(2o6>, Sin embargo, otros autores han estudiado el
80
Discusión
papel de la ET-1 y la ET-3 en la quimiotaxis de los neutrófilos demostrando que éstos poseen los
dos tipos de receptores, ETA y ET11<
2fl>.
Para clarificar de forma definitiva este aspecto, son necesarios más estudios en los que se
deberán utilizar técnicas de biología molecular que faciliten la detección del tipo de receptor de
ET-1 que se expresa en el neutrófilo. Por lo tanto, próximos experimentos qtme realizaremos en
nuestro laboratorio intentarán analizar mediante PCR (Reacción en cadena de la polimerasa) o
Western Blot, qué tipo de receptor o receptores de ET-1 se expresa en la superficie de] neutrófilo.
La caracterización del tipo/s de receptores de ET-1 en otras células puede ser de importancia para
el abordaje farmacológico de situaciones como la isquemia/reperfusión, en los cuales la activación
del neutrófilo juega un papel relevante.
2.- La L-argimuina, precimrsor de la síntesis de NO, es capaz de inhibir el efecto de la
ET-1 cmi los camnbios en [Ca2~1,en los neutréfilos,
La presencia de L-arginina inhibió el aumento de [Ca2~]
1inducida por ET-1. Sin embargo
este efecto no me selectivo para la activación de los neutrofilos por ET-1, ya que resultados
similares se obtuvieron sobre el aumento en el [Ca2~]1inducido por fMLP,
La ausencia de efecto de la D-arginina, no metabolizable, es una evidencia de la
especificidad enantiomérica de la inhibición inducida por la L-arginina. Por otro lado, el
antagonista cíe la L-arginina, L-NMMA pero no el NwNLA revirtió el efecto inhibitorio de la L-
arginina. Esta diferencia en la especificidad de los inhibidores de la formación de NO puede
indicar la existencia de diferentes tipos de NO sintasa en el neutrófilo con respecto a otras células,
como ya han referido McCall y cols<
tm56>.
Los neutrófilos tienen la maquinaria enzimática necesaria para la producción de NO.
McCalL y cois demostraron que la producción de NO por los neutrófilos puede aumentarse
estimulando a estas células con fMLP<15&>. Nuestros resultados demuestran que, en presencia del
aminoácido dador de NO, L-arginina, algunas de las señales intracelulares inducidas por la ET-1
y el fMLP sobre la movilización de Ca2~ por los neutrófilos se inhiben. De este modo> la
producción cíe NO mediada por la L-arginina, puede ser considerada como un mecanismo
endógeno para controlar la acción de distintos mediadores que actúen sobre el neutrófilo. Así se
conoce, por ejemplo, que el NO también inhibe la polimerización de actina inducida por el fMLP
en neutrófilos en suspensión y adheridos, mediante la ADP-ribosilacióndel fil-amento de actina<2ú~.
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3.- EL sistema NO/GMPc actun muediante um mecanismo de retroregulacién en la
activacióm de los neutrófilos por ET-1.
Los resultados de este grupo de experimentos demostraron que: 1) la ET-1 y el fMLP
inducen la formación de NO en el neutrófilo; esta inducción es dependiente de la disponibilidad
de L-arginina en el interior de la célula; 2> la ET-1 y el fMLP inducen la formación de OMPc
en los neutrófilos, mediante un sistema NO-dependiente; 3) el neutrófilo transporta L-arginina por
un sistema parcialmente Na1 dependiente; 4) el transporte de L-arginina en el neutrófilo no es
estimulable por ET-1 o IMLP.
Como han demostrado distintos autores, los neutrófilos producen NO a partir de L-
argimiina<156?S.í&I). Consecuencias funcionales de la producción de NO por los neutrófilos son: la
antiagregabilidad plaquetaria, el efecto relajante de vasos cuyo endotelio está dañado(m~.2oí), y la
imihibición de la adhesión de estas células a la pared vascular(’~>,
En ntmestro estudio, postulamos la existencia de un papel autocrino del NO sobre el mismo
neutrófilo. Nguyen y cols~209~ han demostrado un papel autoerino y autorregulador del NO en la
plaqueta, mediante la elevación del GMPc. En este sentido, tanto la inhibición del aumento
transitorio del [Ca2~]¡por la L-arginina o el amiálogo estructural del GMPc, 8-Br-GMPc, y la
elevación del GMPc inducido por la ET-1 o fMLP en neutrófilos incubados por L-arginina,
apoyan la existencia de un mecanismo autorregulador mediado por el sistema L-
arginina/NO/GMPc en los neutrófilos.
Una evidencia directa de la implicación de estos mecanismos se obtuvo con los
experimentos que mostraromi un aumento de L-citrulina en los neutrófilos estimulados con ET-1.
Las células endoteliales vasculares y los macrófagos sintetizan L-citrulina y NO a partir de L-
argimlina<6566822m0>. Emi nuestro estudio, la generación de L-citrulina aumentó en neutrófilos
preincubados con L-arglnina y estimulados con ET-1 o fMLP, evidenciando a la vez una
dependencia del nivel de sustrato.
La dependencia de L-arginina en el aumento de GMPc inducido por ET-1 y la reversión
de este efecto por L-NMMA sugieren que el efecto de ET-1 y fMLP fue NO-dependiente,
Nuestros hallazgos apoyan también la hipótesis de la implicación del sistema NO/GMPc, ya que
resultados similares a los obtenidos con L-NMMA se observaron mediante la inhibición de la
guanilato ciclasa soluble (enzima encargada de la generación de GMPc), por el empleo de azul
de metilemio, Se ha demostrado qime la ET-1 estimula la producción de GMPc en células epiteliales
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de riñón de cerdo, mediante un mecanismo dependiente de L-arginina-Guanilato Ciclasa soluble
lo que estaría relacionado con el efecto natriurético de la E1’-1 in vivo<210.
Finalmente, analizamos el sistema de transporte de L-arginina en el neutrófilo con el fin
de conocer si la mayor generación de L-citrulina mediante la incubación con ET-l o fMLP se
debía a una estimulación del transporte de L-arginina, Los sistemas de transporte de distintos
aminoácidos en células relacionadas con los neutrófilos como células de leucemia mieloide y
macrófagos(2122m3>están suficiemmtemente caracterizados, pero no se tenían resultados específicos
sobre el transporte de L-arginina en los neutrófilos.
Los aminoácidos catiónicos o básicos como L-arginina son transportados por distintas
células mediante un transportador selectivo, llamado y+<70), El sistema y~ es un sistema de
transporte independiente de Na’, pero en algunos casos, como en el borde en cepillo de
membranas de origen renal o intestinal puede ser parcialmente Na+ dependiente<70>. La L-Lisina
tiene un sistema de transporte similar en macrófagos(214.2m3>. A diferencia de lo observado en el
neutrófilo, el tramisporte de L-arginina por el endotelio parece ser Na~-independiente~69’. Distintos
autores(2m62¡l> también han demostrado que el transportador de L-arginina por la célula endotelial
es también del tipo y~. Este mismo transportador está implicado en la captación de otros
aminoácidos catiónicos por el endotelio, como la L.Lisina<2m8>,
La ET-1 solamnente estimuló la captación de L-arginina en presencia de L-NMMA, y este
efecto se revirtió por el análogo de GMPc, 8-Br-GMPc, Estos dos resultados sugieren que la ET-1
y el sistema NO/GMPc actúan sobre el sistema de transpone de L-arginina en los neutrófilos
mediante un mecanismo de retroregulación. Para conocer el mecanismo preciso de estos efectos
se requerirla el estudio y caracterización de los sitios de regulación del transportador de L-
arginina en el neutrófilo.
El aminoácido L-arginina además de ser sustrato para la síntesis de NO tiene también un
papel importante en la síntesis de las proteínas orgánicas y en el ciclo de la urea(~9>.
Normalmente la arginina se deriva de la dieta o de la citrulina, a través de diversas
reacciones orgánicas<69). La citrulina absorbida por el intestino es pobremente utilizada por el
hígado, siendo aprovechada extrahepáticamente por el riñón<69), Aproximadamente el 25% de la
glutamina de origen intestinal es liberada en la circulación como citrulina. En el hígado, la
arginina sintetizada desde citrulina es rápidamente catabolizada dado el alto contenido en arginasa,
por lo que la liberación de arginina desde el higado es mínima. Sin embargo, el riñón y el
músculo tienen baja actividad de arglnasa<29>• Esta enzima también se encuentra en humanos, en
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los eritrocitos, leucocitos y fibroblastos(2m8). Aunque los neutrófilos pueden metabolizar la L-
arginina mediante la arginasa(2m9.flo),la inhibiciónde la generación de L-citrulina por el L—NMMA
descarta cl papel de la argimiasa en el metabolismo de la L-arginina en el neutrófilo estimulado por
ET-1.
Los resultados de esta tesis indican que la concentración intracelular de L-arginina es un
factor limitante cmi la simitesis de NO en los neutrófilos. Los neutrófilos probablemente se
deplecionan de L-arginina durante el proceso de aislamiento, y la incubación en presencia de U
argimiina exógena repleciona los almacenes intracelulares de L-arginina, Distintos autores han
demnostrado la importancia de los niveles locales de L-arginina en células endoteliales y en
macrófagos(22m.fl2fl3.219). Nuestros resultados demuestran que cambios en la disponibilidad de L-
arginimia pueden inducir profundas consecuemicias en la biología de los neutrófilos.
4.- La E3’-1 activa la adhesión de neutrófilos al endotelio.
La fumiciómí fis vivo de la ET-1 mio está todavía suficientemente definida, Diversos estudios
han demostrado que los milveles de ET-1 circulantes se elevan en situaciones en las que la
interacciómí emitre los neutrófilos y el emídotelio tiene una relevancia patogenética especial como por
ejemplo en la isquemia mniocárdica~55224’2”>, No obstante, no existen datos acerca de la posible
relaciómí entre los niveles elevados de ET-1 y los cambios inducidos en las propiedades del
neutrófilo en estas situaciones, como por ejemplo la adhesividad.
Estos resultados puedemí contribuir a la comprensión del papel real de la ET-1 en
situaciones fisiopatológicas, Los resultados obtenidos demuestran que: a) la ET-1 activa la
adhesión de neutrófilos al endotelio, actuando preferentemente sobre las células de la sangre, a
través del aumento de expresión de integrinas; b) el aumento de la adhesión de neutrófilos al
endotelio inducido por ET-1 se correlaciona con la acumulación de neutrófilos a corazón aislado;
c) la infusión de ET-1 tu vivo activa la adhesión de neutrófilos al corazón,
La ET-1 indujo la adhesión de neutrófilos al endotelio en una proporción similar a la que
lo hizo un conocido péptido quimiotáctico, fMLP. Las concentraciones de ET-1 que estimularon
la adhesión de los neutrófilos fueron mayores que los niveles que se encuentran en plasma; sin
embargo, los niveles tisulares locales alcanzados durante los procesos de isquemia son
probablemnente mayores que los que podemos medir en las muestras de sangre periférica<225).
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Por todo esto, en situaciones patológicas probablemente la concentración local de ET-1 alcanzada
puede estar en el rango de ~09Mo mayor.
Para estudiar el mecanismo por el cual la ET-l indujo la adhesión de los neutrófilos,
analizanios la implicación de la glicoproteina de adhesión CDIl/CD18, La adhesión inducida por
la ET-l se inhibió significativamente preincubando los neutrófilos con TSl/l8, un anticuerpo
monoclonal contra la cadena 13 común CDl8 de éstas. Los estudios de citornetria de flujo indican
qime la ET-1 activa la expresión en la superficie del neutrófilo del antígeno C018 y la del antígeno
CDi ib, consolidando por lo tanto las evidencias obtenidas en los experimentos de adhesión,
implicando esta familia de integrinas en la adhesión de los neutrófilos inducida por ET-1.
Agentes como el fMLP o el PMA inducen la expresión de integrinas sobre la superficie
del neutrófilo<2V>. Este aumento de la expresión de integrinas resulta de la movilización de
proteínas preformadas desde los gránulos específicos localizados en el interior de la célula hasta
la superficie de la misma. Utilizando anticuerpos monoclonales contra cada subunidad a particular
observamos que las integrinas CD1la/CD18, CD1Ib/CDI8 y CD1c/CD18 tienen una
participación parcial pero significativa en la adhesión de los neutrófilos inducidos por ET-1.
Específicamente, el anticuerpo contra el antígeno CDI1b/CDI8, Bear-1, parece ser el más
eficiente como inhibidor de la adhesión. Este resultado concuerda con la mayor expresión de
CDI1b en la superficie del neutrólflo estimulado con ET-1 observada en los experimentos de
citometría de flujo. Cuando se combinaron los tres anticuerpos contra las tres cadenas a se obtuvo
igual inhibición que cuando se utilizó el anticuerpo contra la cadena fi común CD18, lo que
demuestra una interacción positiva de los tres miembros de la familia de las integrinas en el
proceso de adhesión de los neutrófilos inducida por ET-l,
Los posibles ligandos de estas integrinas en la célula endotelial suelen estar basalmente
expresados en la superficie endotelial, corno son ICAM-l e ICAM~2<’24>, por lo que su expresión
no sería inducida pom ET-1 como lo demuestran los experimentos en los que sólo la célula
endotelial se incubó con ET-1. La ET-1 no tuvo efecto sobre el endotelio en el proceso de
adhesión, Se ha demostrado también como el tromboxano A
2 induce la adhesión de neutrófilos
al enclotelio vascular por un mecanismo simnilar al encontrado por nosotros para la ET~1(22a>.
La adhesión de neutrófilos a la superficie plástica, la ausencia de efecto de ET-1
preincubada en la célula endotellal y la adhesión de neutrófilos humanos a células endoteliales
humanas, mostraron que el efecto de la ET-J. fue predominantemente sobre el neutrófilo y que
no existe efecto inespecifico debido a la heterogeneidad de especies. La especificidad del efecto
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de La El’- 1 como agente inductor de la adhesión se demostró también mediante los experimentos
quc mostraron la ausencia de efecto adhesivo de otros agentes vasoconstrictores como Ang 11 o
AVP.
Distintos autores han implicado al NO emi la anti-adhesividad del endotelio a las células
sanguíneas. Los grupos de Salvador Moncada(2> y de John Vane<ZZQ) describieron como plaquetas
estimuladas por trombina tenían una menor adhesión al endotelio cuando se añadía al medio NO
o 5013, atmmentando la adhesión en presencia de hemoglobina, secuestrante del NO naciente.
Recientemente Granger y cois han demostrado que el NO tiene un papel inhibidor de la adhesión
de los neutrófilos al endotelio(IOO>. En este sentido, los resultados encontrados por nosotros sobre
la capacidad de inhibición del NO en la activación de los neutrófilos inducida por ET-1 pueden
englobarse en esta misma linea.
Los hallazgos observados en el corazón aislado y perfundido y en las infusiones intra-
atriales fis vivo de ]ST- 1 y la adhesión de neutrófilos en arterias aisladas, permiten hipotetizar
sobre la potencial importancia fisiopatológica de los mismos. En nuestros resultados observamos
que la ET-1 estimuló la acumulación de neutrófilos en el corazón por un mecanismo especifico
mediado por integrinas. La adhesión de neutrófilos al endotelio es de importancia crítica en el
daño hipóxico a distintos órganos particularmente en el infarto de miocardio y en la isquemia
renal. Ambos, la adhesión de los neutrófilos y el incremento de ET-1 circulante ocurre
simultáneamente durante el proceso cíe isquemia-reperfusión renal o miocárdica. Nuestros
resultados permiten, por el momento, asumir que la secuencia fisiopatológica más probable sería:
Isquemia---Daño enclotelial---Producción local de ET-1---activación local y parcial de neutrófilos
en la zona de producción de ET-1---activación o aumento de expresión de integrinas---adhesión
netmtrofilica---aumento máximo de la activación neutrofflica y liberación enzimática.
Los resultados obtenidos en arterias aisladas en los que se vid corno la ET-1, mediante un
mecanismo inhibible por anticuerpos contra el antígeno CDI8, induce la adhesión de neutrófilos
al endotelio vascular, apoyan la hipótesis de que los fenómenos de acumulación de neutrófilos a
corazón tras la infusión de ET-1, corresponden a adhesión de los mismos sobre las superficies
vasculares.
Desde hace ya varias décadas se ha venido implicando a distintos factores quimiotácticos
en el proceso de la diapédesis de los leucocitos. In vivo, los factores quimiotácticos administrados
por vía intravascular inducen tmna profunda neutropenia con secuestro de neutrófilos en la
microvasculatura, posiblemente como resultado de un aumento en la interacción entre los
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neutrófilos y el endotelio. Sin embargo, como ya hemos indicado anteriormente se sigue sin
conocer cual es el verdadero papel fisiológico y fisiopatológico de la ET-1. El hecho de que la
administración local de ET-l provoque una isquemia de los miembros inferiores que se acompaña
de una neutropenia significativa, puede tener relevancia fisiopatológica. En este sentido, existen
diversas lineas cíe evidencia que han implicado a la ET-1 emi el mantenimiento del fracaso renal
postisquémnico~230~~, pero hasta la fecha no se le había implicado en el daño endotelial inducido
por la adhesión de neutrófilos en el proceso de isquemia-reperfusión. En los experimentos
realizados fis vivo se halló una elevada actividad mieloperoxidasa en los corazones infundidos con
ET- 1 indicando una mayor acumnulación de neutrófilos en este órgano, lo que apoya la hipótesis
que la ET- 1 que se eleva en situaciones como la isquemia miocárdica, puede tener una
importancia clave en la interacción de los neutrófilos con el mniocardio(55.224225>. Esta hipótesis
crearla la posibilidad de nuevos abordajes farmacológicos al infarto de miocardio y a las
situaciones de hipocontractilidad ligadas al stunning’ (aturdimiento> así comno de la isquenila
de diversos órganos. Por añadidura, estos hallazgos redoblarían el interés por conocer con mayor
exactitud las implicaciones de los niveles cíe ET-1 en las distintas formas de isquernia, para poder
relacionarlas con el nivel de acumulación de neutrófilos y a su vez con el pronóstico de las
lesiones.
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CONCLUSIONES
1. La ET-1 es capaz de inducir activación de los neutrófilos, que se observa en:
— Incremento en la [Ca2’]5
- Polimerización de los filamentos de actina
- Liberación de fi-Glucuronidasa
2. Estos efectos parecen estar mediados en forma significativa por el receptor de ET-1 de
tipo A, pero algumios datos sugieren la posible existencia del receptor dc tipo E.
3. El efecto de la ET-1 en el aumento dcl [Ca2’]5es inhibido por L-arginina y GMPc, lo
que sugiere un mecanismo cíe retroregulación negativo mediado por NO.
4. El efecto inhibitorio de la L-arginina sobre el incremento de [Ca2~]¡inducido por ET-1
está mediado por la formación de NO.
5. La ET-1 induce el metabolismo de L-arginina a L-citrulina, activando la formación de
NO y como consecuencia, de GMPc, a través de un mecanismo dependiente de la disponibilidad
de L-arginina.
6. Los neutrófilos poseen un sistema de transporte de L-arginina con dos componentes,
uno dependiente cíe Na’ y otro independiente,
7. En condiciones basales, el transporte de L-arginina en los neutrófilos no se estimula
por ET-I, Sin embargo, este transporte se activa por ET-1 en presencia dc un antagonista de la
síntesis de NO, L-NMMA, revirtiéndose este efecto por 8-Br-GMPc. Estos resultados, sugieren
que la El’- 1 y el NO/GMPc interaccionan mediante un mnecanisnio de retroregulación negativo.
8. La El’-1 induce la adhesión de neutrófilos a células endoteliales mediante un mecanismo
en el que está implicada la expresión de moléculas de adhesión, de la familia fi~integrinas, en la
superficie del neutrófilo.
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9. La ET-l estirnula la acumulación de neutrófilos en el corazón in vitro e in vivo. Este
acUmulo queda bloqueado por anticuerpos dirigidos contra las fi2-integrinas,
10. Estos hallazgos desempeñan un papel prepponderante en los procesos fisiopatológicos
en los que se encuentran niveles elevados de ET-1 en plasma, como por ejemplo la isquemia-
reperfusión de diversos órganos.
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